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เอนไซมเ์อมีนออกซิเดสเป็นเอนไซมท์ี่สามารถเร่งปฏิกิริยาออกซิเดทีฟดีแอมมิเนชัน

ของไบโอจีนิกเอมีน ใหไ้ดผ้ลิตภัณฑเ์ป็นสารประกอบแอลดีไฮด์ แอมโมเนีย และไฮโดรเจนเปอร์
ออกไซด์ (H2O2) ซึ่งการศึกษาแอคติวิตีของเอนไซม์เอมีนออกซิเดสนี ้นิยมท าโดยการติดตาม
ปรมิาณของ H2O2 ที่เกิดขึน้ และอาศยัปฏิกิรยิาควบคู่กบัเอนไซมเ์ปอรอ์อกซิเดสร่วมกบัซบัสเตรตที่
ท าใหเ้กิดสีได ้ดังนัน้งานวิจยันีจ้ึงมีวตัถุประสงคเ์พื่อศึกษาลกัษณะสมบติัของเอนไซมเ์อมีนออกซิ
เดส โดยใชป้ฏิกิริยาออกซิเดชนัระหว่าง H2O2 และเหล็ก (II) ทดแทนการใชเ้อนไซมเ์ปอรอ์อกซิเดส 
เริ่มจากการศึกษาวิธีตรวจวัด H2O2 ดว้ยเทคนิคสเปกโตรโฟโตเมตรีโดยใชเ้หล็ก (II) ร่วมกับนอร์
ฟลอกซาซินเป็นรีเอเจนต์ ผลการทดลองที่ไดพ้บว่า วิธีการตรวจวดันีส้ามารถหาปริมาณ H2O2 ที่
ความเขม้ขน้ต่าง ๆ ได ้โดยไดช้่วงความเป็นเสน้ตรงที่ความเขม้ขน้ 6.25 - 300 µM มีขีดจ ากัดใน
การตรวจพบ (LOD) และขีดจ ากดัในการตรวจวดัเชิงปริมาณ (LOQ) เท่ากับ 0.44 µM และ 0.73 
µM ตามล าดบั หลงัจากนัน้ผูว้ิจยัจึงไดเ้ปลี่ยนรีเอเจนตจ์ากนอรฟ์ลอกซาซินไปเป็นไตรไพรีดิลไตร
เอซีน (TPTZ) เพื่อใชใ้นการตรวจวัด H2O2 ผลการทดลองที่ไดพ้บว่า วิธีการตรวจวัดนีส้ามารถหา
ปรมิาณ H2O2 ที่ความเขม้ขน้ต่าง ๆ ได ้โดยไดช้่วงความเป็นเสน้ตรงที่ความเขม้ขน้ 50.0 - 225 µM 
มีค่า LOD และค่า LOQ เท่ากับ 21.99 µM และ 41.66 µM ตามล าดับ ซึ่งทั้งสองวิธีนี ้สามารถ
ตรวจวัดปริมาณ H2O2 ไดเ้ช่นเดียวกับการใชเ้อนไซมเ์ปอรอ์อกซิเดส ต่อจากนั้นผูว้ิจัยไดน้ าวิธีที่
พฒันาขึน้นีไ้ปใชใ้นการศึกษาลกัษณะสมบติัของเอนไซมเ์อมีนออกซิเดส โดยใชฮ้ีสตามีนเป็นซบัส
เตรต พบว่าวิธีตรวจวัดที่ไดพ้ัฒนาขึน้ทัง้สองวิธีสามารถน าไปใชใ้นการศึกษาทางจลนพลศาสตร์
ของเอนไซมเ์อมีนออกซิเดสได ้แต่อย่างไรก็ตามวิธีที่พฒันาขึน้ทัง้สองวิธียงัคงใหค่้า Km และ Vmax ที่
มีความคลาดเคลื่อนจากวิธีตรวจวดัโดยใชเ้อนไซมเ์ปอรอ์อกซิเดส 
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Amine oxidase is an enzyme that catalyzes the oxidative deamination of 

biogenic amines into aldehydes, ammonia and hydrogen peroxide (H2O2). Usually, 
amine oxidase activity is studied by determining the production of H2O2 using coupling 
reactions with peroxidase and chromogenic reagents. Therefore, the aim of this work 
was to characterize amine oxidase using the oxidation of Fe (II) by H2O2 instead of 
peroxidase. Firstly, the spectrophotometric determination of H2O2 was studied using Fe 
(II) with norfloxacin as a reagent. The results showed that this method was able to detect 
H2O2 at various concentrations. The linear range, limit of detection (LOD) and limit of 

quantification (LOQ) of this method were 6.25 - 300 μM, 0.44 μM and 0.73 μM, 
respectively. After that, another method was developed by changing the reagent from 
norfloxacin to tripyridyltriazine (TPTZ) for H2O2 determination. The results showed that 
this method was also able to detect H2O2 at various concentrations. The linear range, 

LOD and LOQ of this method were 50.00 - 225 μM, 21.99 μM and 41.66 μM, 
respectively. Both methods were available for H2O2 determination and the coupling 
reaction with peroxidase. Eventually, the researchers applied these developed methods 
to investigate the characterization of amine oxidase, using histamine as a substrate. The 
results revealed that the both methods were able to use the study of kinetics of amine 
oxidase. However, they provided inaccurate Km and Vmax from the kinetic values, 
determined by using the coupling method with peroxidase. 
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บทที ่1 
บทน า 

ภูมิหลัง 
เอนไซม์ (Enzyme) เป็นสารชีวโมเลกุลชนิดหนึ่งซึ่งท าหน้าที่ เปลี่ยนสารตั้งต้นหรือ 

ซบัสเตรต (Substrate) ไปเป็นผลิตภณัฑอ์ย่างมีความจ าเพาะและท าใหอ้ตัราการเกิดปฏิกิรยิาเพิ่ม
สูงขึน้ เอนไซม์หลายชนิดมีบทบาทส าคัญในการช่วยให้ปฏิกิริยาทางเคมีต่าง ๆ ในสิ่งมีชีวิต
สามารถด าเนินไปได ้ตัง้แต่การเปลี่ยนโมเลกุลของสารอาหารใหเ้ป็นพลงังานตลอดจนการสรา้ง
สารชีวโมเลกุลขนาดใหญ่จากโมเลกุลขนาดเล็ก และเนื่องจากเอนไซมม์ีสมบติัในการเรง่ปฏิกิรยิาที่
มีความจ าเพาะ รวมทัง้ภาวะที่ใช้ท าปฏิกิริยาที่ไม่รุนแรง จึงท าใหม้ีการน าเอนไซมไ์ปใชป้ระโยชน์
ในงานด้านต่าง ๆ อย่างกว้างขวาง ทั้งในด้านการแพทย์ อุตสาหกรรม เกษตรกรรม และ
สิ่งแวดลอ้ม (จฬุาลงกรณม์หาวิทยาลยั. คณะวิทยาศาสตร,์ 2557) 

แอคติวีตีของเอนไซม์ (Enzyme activity) คือ การวัดความสามารถในการเร่งปฏิกิริยา
ของเอนไซมท์ี่มีสว่นรว่มในปฏิกิรยิาหนึ่ง ๆ และสามารถน าไปใชอ้ธิบายลกัษณะสมบติัของเอนไซม์
แต่ละชนิดได ้ซึ่งโดยทั่วไปแลว้การตรวจวดัแอคติวีตีของเอนไซมช์นิดใดก็ตามสามารถท าไดส้องวิธี 
คือ การวดัปรมิาณของสารตัง้ตน้ที่ลดลงในหนึ่งหน่วยเวลา หรือ การวดัปรมิาณผลิตภณัฑท์ี่เพิ่มขึน้
ในหนึ่งหน่วยเวลา ทั้งนีว้ิธีการที่ได้รบัความนิยมมากกว่าคือการวัดปริมาณผลิตภัณฑ์ที่เกิดขึน้ 
เนื่องจากการเพิ่มขึน้ของผลิตภัณฑเ์พียงเล็กนอ้ยเมื่อนับจากการเริ่มตน้ของปฏิกิริยาจะใหค่้าใน
การตรวจวัดไดแ้ม่นย ากว่าการลดลงของสารตั้งตน้เมื่อเทียบในหน่วยการเปลี่ยนแปลงที่เท่ากัน 
(Segel, 1975) โดยวิธีตรวจวัดแอคตีวีตีของเอนไซม์มีอยู่หลายวิธี เช่น สเปกโตรโฟโตเมตรี 
(Spectrophotometry) โพลาโรกราฟี (Polarography) โครมาโทกราฟี (Chromatography) เรดิโอ
เมตรี (Radiometry) โฟโตเมตรี (Photometry) และฟลอูอโรเมตรี (Fluorometry) โดยวิธีการที่เป็น
ที่นิยมน าไปใชต้รวจหาแอคติวีตีของเอนไซมใ์นระยะแรก คือ เรดิโอเมตรี (Radiometric enzyme 
assays) เนื่องจากมีความจ าเพาะ (selectivity) และสภาพไว (sensivity) สงู อย่างไรก็ตามวิธีการ
นีไ้ดก้่อใหเ้กิดปัญหาบางประการอนัเนื่องมาจากการใชส้ารกมัมนัตรงัสี (radioisotope) และตวัท า
ละลายอินทรีย์ที่ อาจหลงเหลือและตกค้างในสิ่งแวดล้อม (Callingham & Laverty, 1973 ; 
Wurtman & Axelrod, 1963) ในเวลาต่อมาการตรวจวัดแอคตีวีตีของเอนไซมโ์ดยใช้วิธีสเปกโตร
โฟโตเมตรี (Spectrophotometric enzyme assays) จึงได้รับความนิยมมากขึน้ โดยวิธีการนี ้
จ  าเป็นตอ้งใช ้Spectrophotometer เป็นเครื่องมือเพื่อใชใ้นการตรวจวัดการดูดกลืนแสงของสาร 
โดยอาศัยกฎของเบียร ์(Beer’s law) ท าใหส้ามารถแปลผลค่าการดูดกลืนแสงเป็นปริมาณสารตัง้
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ตน้หรือผลิตภัณฑท์ี่สนใจได ้ในปัจจุบนั วิธีการนีไ้ดร้บัการพัฒนาอย่างต่อเนื่องและถูกน าไปใชใ้น
การตรวจวัดแอคติวีตีของเอนไซม์อย่างกวา้งขวางเนื่องจากเป็นวิธีการที่สามารถท าได้ง่าย ไม่
อนัตราย มีความจ าเพาะ และสภาพไวสงูไม่ต่างจากเทคนิคเรดิโอเมตรี ทัง้นีใ้นปฏิกิริยาท่ีมีเอนไซม์
เขา้ร่วมหลายปฏิกิริยา การเปลี่ยนแปลงของสารตั้งตน้หรือผลิตภัณฑ์บางชนิดอาจไม่สามารถ
ติดตามไดด้ว้ยวิธี Spectrophotometry เนื่องจากสารดงักล่าวไม่มีสมบติัในการดดูกลืนแสง ดงันัน้
เพื่อใหส้ามารถศึกษาปฏิกิรยิาเหล่านีด้ว้ยวิธี Spectrophotometry ได ้จึงตอ้งอาศยัปฏิกิริยาควบคู่ 
(Coupling reactions) ระหว่างสารที่ตอ้งการตรวจวดักับเอนไซมห์รือสารอีกชนิดหนึ่งซึ่งตอ้งไม่มี
สมบติัดดูกลืนแสงไดใ้นตวัเอง เพื่อใหเ้กิดเป็นสารประกอบชนิดใหม่ซึ่งสามารถตรวจวดัดว้ยวิธีการ
วดัค่าดดูกลืนแสงได ้โดยงานวิจยันีม้ีเปา้หมายที่จะศกึษาแอคติวีตีของ Amine oxidase 

เอมีนออกซิเดส (Amine oxidase) เป็นเอนไซมช์นิดหนึ่งในกลุ่ม Oxidase ซึ่งสามารถเร่ง
ปฏิกิริยา Oxidative deamination ของไบโอจีนิกเอมีน (Biogenic amines) ซึ่งเป็นสารประกอบ
อินทรียท์ี่มีโครงสรา้งประกอบดว้ยหมู่อะมิโนอย่างนอ้ยหนึ่งหมู่  ในสภาวะที่มีน า้ และ Oxygen ให้
เกิดเป็นสารประกอบแอลดีไฮด์ แอมโมเนีย  (NH3) และไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ (H2O2) ได ้
(Mondovì, Pietrangeli, Marcocci, & Toninello, 2009) ไบโอจีนิกเอมีนที่เจือปนอยู่ในอาหารอาจ
เป็นสาเหตุที่ท าให้อาหารเน่าเสียและก่อให้เกิดอาการแพ้ในมนุษย ์เช่น ฮีสตามีน (Histamine)  
พิวเทรสซีน (Putrescine) และคารด์าเวรีน (Cadaverine) เป็นตน้ โดยที่ผ่านมาไดม้ีการน า Amine 
oxidase ไปประยุกต์ใช้ในการตรวจวัดไบโอจีนิกเอมีนโดยใช้เทคนิคตรึงเอนไซม์เพื่อใช้เป็น
อิเล็กโทรด เรียกว่า ไบโอเซ็นเซอร ์(Biosensor) (Hibi & Senda, 2000; Massimo Di Fusco et al., 
2011) หรือวิ ธี  Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) (Rogers & Staruszkiewicz, 
2000) ซึ่งเป็นการใชแ้อนติบอดีที่มีเอนไซมติ์ดฉลากอยู่จบัการสารที่ตอ้งการวิเคราะหอ์ย่างจ าเพาะ 
ดงันัน้การศึกษาแอคติวีตีของ Amine oxidase จึงความส าคญัเพราะท าใหท้ราบความสามารถใน
การเร่งปฏิกิริยาของเอนไซม ์และน าขอ้มูลที่ไดไ้ปประยุกตใ์ชเ้พื่อออกแบบไบโอเซ็นเซอรห์รือชุด
อปุกรณ ์ELISA ในการตรวจวดัไบโอจีนิกเอมีนได ้

การศึกษาแอคติวีตีของ Amine oxidase นิยมท าโดยการติดตามสารผลิตภณัฑท์ี่เพิ่มขึน้ 
ซึ่งผลิตภัณฑท์ี่นิยมใชใ้นการติดตามมากที่สุด คือ H2O2 โดยที่ผ่านมาไดม้ีงานวิจัยที่ไดพ้ัฒนาวิธี
ตรวจหาแอคติวีตีของ Amine oxidase โดยอาศยัปฏิกิริยาควบคู่กบั Peroxidase และซบัสเตรตที่
ท าใหเ้กิดสี ซึ่งมีสามารถดูดกลืนแสงไดใ้นช่วงความยาวคลื่น 400 – 700 nm เช่น งานวิจัยของ 
Szutowicz Kobes และ Orsulak ที่ ได้ศึกษาลักษณะสมบัติของ  Monoamine oxidase โดย
ตรวจหาแอคติวตีีของเอนไซมจ์ากการเพิ่มขึน้ของผลิตภณัฑคื์อ H2O2 โดยใชก้ารตรวจวดัความเขม้
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ของสีที่เกิดจากรีเอเจนตท์ี่ท าใหเ้กิดสี (chromogen) ซึ่งประกอบดว้ย Horseradish peroxidase 
และ ABTS (2,2'azinodi(ethylbenzthiazoline-6-sulfonic acid)) โดย Horseradish peroxidase 
จะเร่งปฏิกิริยาการสลายตัวของ  H2O2 ให้เกิดเป็น  Oxygen และน ้า Oxygen ที่ เกิดขึน้จะท า
ปฏิกิริยากบั ABTS เพื่อเปลี่ยนรูปเป็นสารละลายที่ดดูกลืนแสงได้ ขอ้ดีของวิธีการนีคื้อสารที่ใชใ้น
การท าปฏิกิรยิาใหเ้กิดสีมีความเป็นพิษนอ้ย ละลายไดง้่ายในน า้ ไม่ไวต่อแสง และมีความเสถียรสงู 
ท าใหว้ิธีนีถู้กน าไปใชอ้ย่างแพร่หลายในการตรวจหาแอคติวีตีของ Amine oxidase ในเวลาต่อมา 
(Szutowicz, Kobes, & Orsulak, 1984) 

การตรวจหาแอคติวีตีของ Amine oxidase ที่อาศัยปฏิกิริยาควบคู่กับ Peroxidase และ 
รีเอเจนตท์ี่ท าใหเ้กิดสี ยังไดถู้กพัฒนาขึน้อีกหลายวิธี โดยสิ่งที่แตกต่างกันคือชนิดของรีเอเจนตท์ี่
เลือกใช้ เช่น การใช้โอ-ไดอะนิซีดีน (O-dianisidine) ในการตรวจสอบแอคตีวีตีของ Diamine 
oxidase ซึ่งมีฮีสตามีนเป็นสารตัง้ตน้ โดย H2O2 จะท าปฏิกิรยิาใหเ้กิดผลิตภณัฑเ์ป็นสารโอ-ไดอะนิ
ซีดีนที่อยู่ในรูปออกซิไดสซ์ึ่งเป็นสารละลายสีน า้ตาล และจะเปลี่ยนเป็นสีชมพไูดเ้มื่ออยู่ในสภาวะที่
เป็นกรด (Benedito, Nakagaki, Saczk, Peralta-Zamora, & Costa, 2003) รีเอเจนต์อีกชนิดที่
นิ ยมน าม าใช้ในการตรวจวัดแอค ติวี ตี ของ  Amine oxidase ควบคู่ กับ  Peroxidase คื อ  
4-อะมิโนแอนตีไพรีน (4-Aminoantipyrine; 4-AAP) ซึ่ง Oxygen ที่ไดจ้ากการเร่งการสลายตวัของ 
H2O2 ดว้ย Peroxidase จะท าให ้4-AAP เกิดการจ่าย Hydrogen แลว้เปลี่ยนเป็นผลิตภณัฑใ์นรูป
ออกซิไดส ์จากนั้นจะท าปฏิกิริยารวมตัวกับ  2,4-Dichlorophenol เกิดเป็น ควินอยด์ (Quinoid 
dye) ซึ่งมีสีแดงและสามารถดดูกลืนแสงได ้(Sharp, 1972) 

อย่างไรก็ตาม วิธีการศึกษาแอคติวีตีของ Amine oxidase โดยการติดตามปรมิาณ H2O2 
ดว้ยเทคนิค Spectrophotometry ที่ไดก้ล่าวไปขา้งตน้เป็นวิธีที่ยงัคงมีขอ้จ ากดัเนื่องจากตอ้งอาศยั 
Peroxidase ซึ่งมีราคาสูงเป็นตัวเร่งในปฏิกิริยาควบคู่ ในระยะหลังมานี ้จึงมีงานวิจัยที่พัฒนา
วิธีการตรวจวดัโดยอาศยัปฏิกิรยิาการเปลี่ยนสีของสารละลายโดยที่ไม่ตอ้งใช ้Peroxidase ในการ
ท าปฏิกิริยาควบคู่ขึน้ งานวิจยัเหล่านีไ้ดใ้ชป้ระโยชนจ์ากสมบติัการเป็น Oxidizing agent ที่ดีของ 
H2O2 เพื่อท าปฏิกิรยิา Oxidation กบัรีเอเจนตใ์หเ้กิดผลิตภณัฑเ์ป็นสารประกอบที่มีสี และสามารถ
ตรวจวดัค่าดดูกลืนแสงดว้ยเทคนิค Spectrophotometry ไดโ้ดยตรง เช่น การใชก้รด 4-ไนโตรฟีนิล
โบ โรนิ ก  (4-Nitrophenyl boronic acid)  ห รื อ  4-ไน โต รพี นิ ล โบ โรนิ ก แ อ ซิ ด พิ น า ค อ ล 
เอสเทอร์ (4-Nitrophenyl boronic acid pinacol ester) เป็นตัวตรวจวัด โดยสารทั้งสองชนิด
สามารถถูก H2O2 ออกซิไดสใ์หเ้กิดเป็นผลิตภัณฑคื์อ 4-ไนโตรฟีนอล (4-Nitrophenol) ซึ่งดูดกลืน
แสงได้ที่ ความยาวคลื่น 400 nm (Su, Wei, & Guo, 2011) การใช้วานาเดียมเพนทอกไซด ์
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(Vanadium pentoxide) ในกรดซัลฟิวริก เป็นรีเอเจนต์เพื่ อหาปริมาณ  H2O2 ในน ้าทิ ้งจาก 
สารฟอกขาวที่ใช้ในอุตสาหกรรมเยื่อกระดาษ ซึ่งสารประกอบเชิงซ้อนเพอรอกโซวานาเดต  
(Peroxovanadate complex) ที่ เกิดขึ ้นจากการถูกออกซิ ไดส์ด้วย  H2O2 มีสีน ้าตาลแดง และ
สามารถดูดกลืนแสงได้ที่ความยาวคลื่น 454 nm (Zhang, Fu, Li, & Liu, 2013) นอกจากนีย้ังมี
การน าเทคนิคตรวจวัดดว้ยวิธี UV-visible spectroscopy ไปพัฒนาเป็นวิธีการตรวจวัดไอระเหย
ของ H2O2 ด้วยกระดาษที่เคลือบสารสกัด Anthocyanin จากกะหล ่าปลีม่วงโดยอาศัยผลจาก
ปฏิกิริยาจาก H2O2 เขา้ไปท าลายโครงสรา้งทางเคมีของ Anthocyanin ส่งผลใหเ้กิดการเจือจาง
ของสีซึ่งสามารถสงัเกตการเปลี่ยนแปลงของสีดว้ยตาเปล่าได ้(สุกัญญา เพชรศิริเวทย์, ปียนันท ์
นอ้ยรอด, & กรรณิการ ์แกว้กิม้, 2560) 

ทั้งนี ้งานวิจัยที่พัฒนาวิธีการตรวจวัด  H2O2 โดยอาศัยปฏิกิริยาการเปลี่ยนสีของ
สารละลายโดยที่ไม่ตอ้งใช ้Peroxidase ในการท าปฏิกิริยาควบคู่ที่ไดย้กตวัอย่างมาขา้งตน้ ก็ยงัคง
มีขอ้จ ากัดบางประการ ตัวอย่างเช่น การพัฒนาวิธีตรวจวัดโดยใชก้รด 4-ไนโตรฟีนิลโบโรนิก (4-
Nitrophenyl boronic acid) หรือ 4-ไนโตรพีนิลโบโรนิกแอซิดพินาคอลเอสเทอร ์(4-Nitrophenyl 
boronic acid pinacol ester) เป็นรีเอเจนต์ยังคงมีช่วงความเป็นเส้นตรง (Working range) ที่
ค่อนข้างแคบ คือ ใช้ตรวจวัด  H2O2 ได้ในช่วงความเข้มข้น 1.0 – 40 µM ในขณะที่วิธีการใช ้
วานาเดียมเพนทอกไซด ์(Vanadium pentoxide) ในกรดซลัฟิวริกเป็นรีเอเจนตต์อ้งใชก้รดซลัฟิวริก
ที่มีความเขม้ขน้ในระดบัที่อาจเป็นอนัตราย และวิธีการตรวจวดัไอระเหยของ H2O2 ดว้ยกระดาษที่
เคลือบสารสกัด Anthocyanin ก็มีขอ้จ ากัดคือตอ้งใชร้ะยะเวลาในการตรวจวัดนานกว่า 30 นาที 
ทัง้ยงัไม่สามารถใชต้รวจวดั H2O2 ที่ระดบัความเขม้ขน้ต ่าได ้

เหล็ก(II) หรือเฟอรร์สัไอออน (Fe2+, Ferrous ion) เป็นไอออนที่สามารถถูกออกซิไดสใ์ห้
อยู่ในรูปเหล็ก(III) หรือเฟอรร์ิคไอออน (Fe3+, Ferric ion) ได ้ซึ่งไอออนของเหล็กทัง้สองชนิดจะไม่
สามารถสงัเกตเห็นสีไดท้ี่ความเขม้ขน้ต ่า อย่างไรก็ตามไอออนเหล่านีส้ามารถท าปฏิกิริยารวมตัว
กบัสารบางชนิดเพื่อเปลี่ยนเป็นสารประกอบที่มีสี และตรวจวดัดว้ยการวดัค่าดดูกลืนแสงได ้ดงันัน้
ผูว้ิจัยจึงมีความสนใจที่จะน า Fe2+ มาใชเ้ป็นรีเอเจนตใ์นการตรวจวัด H2O2 โดยอาศัยสมบติัการ
เป็นตัวออกซิไดสท์ี่ดีของ H2O2 เปลี่ยน Fe2+ ใหอ้ยู่ในรูป Fe3+ โดยในงานวิจัยนี ้ผูว้ิจัยไดเ้ลือกใช้
ไตรไพรีดิลไตรเอซีน (Tripyridyltriazine; TPTZ) และนอรฟ์ลอกซาซิน (Norfloxacin) เป็นรีเอเจนต์
ในการเปลี่ยน Fe2+ และ Fe3+ ใหเ้ป็นสารที่มีสีตามล าดบั โดยสารประกอบเชิงซอ้น Fe2+-TPTZ จะ
ใหส้ีน า้เงินแต่ Fe3+-TPTZ เป็นสารประกอบที่ไม่มีสี และสารประกอบเชิงซอ้น Fe3+-Norfloxacin มี
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สีเหลืองแต่สารประกอบ Fe2+-Norfloxacin ไม่มีสี ด้วยหลักการดังกล่าวนี ้จึงสามารถใช้ Fe2+ 
ติดตามปรมิาณ H2O2 ดว้ยเทคนิค Spectrophotometry ได ้

ดว้ยเหตุผลขา้งตน้ ผู้วิจัยจึงมีความสนใจที่จะพัฒนาวิธีตรวจหาแอคติวีตีของ Amine 
oxidase โดยในงานวิจัยนีผู้ว้ิจัยไดเ้ลือกใช้ Diamine oxidase เป็นตัวแทนของเอนไซมใ์นกลุ่มนี ้
และใช้ฮีสตามีนเป็นซับสเตรต จากนั้นศึกษาแอคติวี ตีของ Diamine oxidase จากการติดตาม
ปริมาณของ H2O2 ที่เพิ่มขึน้ในหนึ่งหน่วยเวลา โดยเปรียบเทียบวิธีการที่ไดพ้ัฒนาขึน้ใหม่สองวิธี 
คือ การตรวจวดั H2O2 โดยการใช ้Fe2+ รว่มกบันอรฟ์ลอกซาซิน และการตรวจวดั H2O2 โดยการใช ้
Fe2+ ร่วม กับ  TPTZ กับ วิ ธี ก ารติ ดตาม  H2O2 แบบดั้ ง เดิ ม ที่ ใช้ป ฏิ กิ ริย าควบคู่ ซึ่ งมี  4-
Aminoantipyrine (4-AAP) และ Phenol เป็นรีเอเจนต์ที่ ท างานร่วมกับ  Peroxidase (Sharp, 
1972) โดยผูว้ิจยัคาดหวงัว่าจะวิธีการตรวจหาแอคติวีตีของเอนไซมใ์นกลุ่ม Amine oxidase ดว้ย 
เทคนิค Spectrophotometry ที่พฒันาขึน้นีจ้ะช่วยลดงบประมาณจากการที่ไม่ตอ้งใช ้Peroxidase 
เข้าร่วมในปฏิกิริยา ช่วยลดข้อจ ากัดของวิธีการตรวจวัด และให้ประสิทธิภาพในการตรวจหา 
แอคติวตีีของเอนไซมไ์ดใ้กลเ้คียงกบัวิธีการมาตรฐานที่มีมาอยู่ก่อนแลว้ไดเ้ป็นอย่างดี  

ความมุ่งหมายของงานวิจัย 
1. พัฒนาวิธีการตรวจวัด H2O2 ด้วยเทคนิค Spectrophotometry โดยใช ้Fe2+ ร่วมกับ

นอรฟ์ลอกซาซินเป็นรีเอเจนต ์
2. พัฒนาวิธีการตรวจวัด H2O2 ด้วยเทคนิค Spectrophotometry โดยใช ้Fe2+ ร่วมกับ 

TPTZ เป็นรีเอเจนต ์
3. น าวิธีการตรวจวดั H2O2 ดว้ยเทคนิค Spectrophotometry ที่ไดพ้ฒันาขึน้ทัง้สองวิธีไป

ประยุกต์ใช้ในการศึกษาแอคติวีตีของ Amine oxidase โดยเปรียบเทียบกับวิธีมาตรฐานซึ่งมี  
4-AAP และ Phenol เป็นรีเอเจนตท์ี่ท างานรว่มกบั Peroxidase 

ความส าคัญของงานวิจัย 
การวิจัยในครัง้นีผู้ว้ิจัยไดพ้ัฒนาวิธีตรวจหาแอคติวีตีของ Amine oxidase ดว้ยเทคนิค 

Spectrophotometry โดยการใช ้Fe2+ ร่วมกบันอรฟ์ลอกซาซิน และ TPTZ เป็นรีเอเจนต ์ซึ่งวิธีการ
ที่ไดพ้ฒันาขึน้นีจ้ะช่วยลดงบประมาณ ช่วยลดขอ้จ ากดัของวิธีการตรวจวดั และใหป้ระสิทธิภาพใน
การตรวจหาแอคติวีตีของเอนไซมไ์ดใ้กลเ้คียงกบัวิธีการมาตรฐานที่ตอ้งใช ้Peroxidase ในการท า
ปฏิกิรยิาควบคู่ 
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ขอบเขตของงานวิจัย 
ในงานวิจยันี ้ผูว้ิจยัไดต้ัง้ขอบเขตของการวิจยัเอาไว ้6 ประการ ดงันี ้
1. ศึ ก ษ า ห า ส ภ า ว ะ ที่ เห ม า ะ ส ม ข อ ง วิ ธี ก า รต ร ว จ วั ด  H2O2 ด้ ว ย เท ค นิ ค 

Spectrophotometry โดยใช ้Fe2+ รว่มกบันอรฟ์ลอกซาซินเป็นรีเอเจนต ์
2. ตรวจสอบประสิทธิภาพเบือ้งต้นของการใช้ Fe2+ ร่วมกับนอรฟ์ลอกซาซินในการ

ตรวจวดั H2O2 
3. ศึ ก ษ า ห า ส ภ า ว ะ ที่ เห ม า ะ ส ม ข อ ง วิ ธี ก า รต ร ว จ วั ด  H2O2 ด้ ว ย เท ค นิ ค 

Spectrophotometry โดยใช ้Fe2+ รว่มกบั TPTZ เป็นรีเอเจนต ์
4. ตรวจสอบประสิทธิภาพเบือ้งตน้ของการใช ้Fe2+ รว่มกบั TPTZ ในการตรวจวดั H2O2 
5. ตรวจสอบประสิทธิภาพเบือ้งต้นของการใช้ 4-AAP และ Phenol ซึ่งท างานร่วมกับ 

Peroxidase ในการตรวจวดั H2O2 
6. น าวิธีการตรวจวัด H2O2 โดยการใช ้Fe2+ ที่ได้พัฒนาขึน้ทั้งสองวิธีไปประยุกต์ใชใ้น

การศึกษาแอคติวี ตีของ Amine oxidase โดยเปรียบเทียบกับวิธีมาตรฐานซึ่งมี  4-AAP และ 
Phenol เป็นรีเอเจนตท์ี่ท างานรว่มกบั Peroxidase 

ผลทีค่าดว่าจะได้รับ 
ส าม ารถพัฒ น าวิ ธี ก า รต รวจห าแอค ติ วี ตี ข อ ง  Amine oxidase ด้ วย เท คนิ ค 

Spectrophotometry โดยการใช ้Fe2+ เป็นรีเอเจนต ์ซึ่งให้ประสิทธิภาพในการตรวจหาแอคติวีตี
ของเอนไซมไ์ดดี้ ช่วยลดขอ้จ ากดั และช่วยลดงบประมาณ เมื่อเปรียบเทียบกบัวิธีการมาตรฐานที่
ตอ้งใช ้Peroxidase ในการท าปฏิกิรยิาควบคู่ 
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บทที ่2 
เอกสารและงานวิจัยทีเ่ก่ียวข้อง 

งานวิจัยนี ้ผู ้วิจัยได้มีความมุ่งหมายในการพัฒนาวิธี ตรวจหาแอคติวีตีของ Amine 
oxidase ดว้ยเทคนิค Spectrophotometry ที่ไม่ตอ้งอาศัย Peroxidase ในการท าปฏิกิริยาควบคู่ 
โดยใชเ้หล็ก(II)เป็นรีเอเจนต ์ซึ่งผูว้ิจยัไดท้ าการศึกษา ทบทวนเอกสาร วรรณกรรม และงานวิจยัที่
เก่ียวขอ้ง โดยมีรายละเอียดดงัต่อไปนี ้                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                            

1. เอกสารและงานวิจยัที่เก่ียวขอ้งกบั Amine oxidase 
1.1 ลกัษณะทั่วไปและโครงสรา้งของ Amine oxidase 
1.2 การเรง่ปฏิกิรยิาของ Amine oxidase 
1.3 การตรวจวดัแอคติวตีีของ Amine oxidase 

2. เอกสารและงานวิจยัที่เก่ียวขอ้งกบัการตรวจวดั H2O2 
2.1 ลกัษณะทั่วไปของ H2O2 
2.2 วิธีตรวจวดั H2O2 

3. เอกสารและงานวิจยัที่เก่ียวขอ้งกบัปฏิกิรยิา Oxidation - Reduction ของเหล็ก 
4. ประเด็นของงานวิจยัที่พฒันา 

1. เอกสารและงานวิจัยทีเ่กี่ยวข้องกับ Amine oxidase 
1.1. ลักษณะท่ัวไปและโครงสร้างของ Amine oxidase 

เอนไซมใ์นกลุ่ม Oxidoreductase คือเอนไซมท์ี่เรง่ปฏิกิริยา Oxidation - Reduction 
ของโมเลกุลสารตั้งต้น ซึ่งโดยส่วนใหญ่มักจะเป็นการเพิ่มหรือลด Oxygen หรือ Hydrogen ใน
โมเลกลุ และเนื่องจากปฏิกิริยา Oxidation และ Reduction มกัจะเกิดขึน้ในเวลาเดียวกนั เอนไซม์
ในกลุ่มนีจ้ึงจ าเป็นตอ้งอาศยั Coenzyme ในการเขา้มาช่วยรบัส่งอิเล็กตรอนหรือ Hydrogen ดว้ย 
(McMurry, 1996) ตวัอย่างการท างานของเอนไซมใ์นกลุม่นีไ้ดแ้สดงไวใ้นภาพประกอบ 1  
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ภาพประกอบ 1 ตวัอย่างการท างานของเอนไซมใ์นกลุม่ Oxidoreductase 

ที่มา: McMurry (1996) 

จากปฏิกิริยาที่ไดย้กตัวอย่างขา้งตน้ สารตั้งตน้หรือซับสเตรตในสภาพรีดิวซจ์ะถูก
เอนไซมอ์อกซิไดสใ์หไ้ดผ้ลิตภณัฑเ์กิดขึน้ ซึ่งตวัเอนไซมก์็จะกลายไปมีสภาพรีดิวซ ์ซึ่งสามารถกลบั
สู่สภาพออกซิไดส์อย่างเดิมได้อีก โดยต้องมีตัวรบัอิเล็กตรอน (electron acceptor) มารบัเอา 
อิเล็กตรอนไป ดงันัน้เอนไซมใ์นกลุ่มนีจ้ะแบ่งไดอี้กเป็น 2 กลุ่มย่อย ตามชนิดของตวัรบัอิเล็กตรอน 
ได้แก่  1) ดีไฮโดรจี เนส (Dehydrogenases) ซึ่ง เอนไซม์กลุ่มนี ้จะไม่ ใช้  Oxygen เป็นตัวรับ
อิเล็กตรอน แต่จะอาศัยวิธีการดีไฮโดรจีเนชัน (Dehydrogenation) คือก าจัดอิเล็กตรอน 2 ตัว
ออกไปจากซับสเตรตในสภาพของอิเล็กตรอนอิสระ  เอนไซม์ที่จัดอยู่ในกลุ่มนี ้ เช่น แลคเตท 
ดีไฮโดรจีเนส (Lactate dehydrogenase) 2) ออกซิเดส (Oxidases) เอนไซม์ในกลุ่มนีจ้ะอาศัย 
Oxygen เป็นตัวรับอิเล็กตรอน ตัวอย่างเอนไซม์ในกลุ่มนี ้ เช่น แอล -อะมิโนแอซิดออกซิเดส  
(L-amino acid oxidase; LAAO) ซึ่งมีกลไกการเรง่ปฏิกิรยิาดงัภาพประกอบ 2  

 

ภาพประกอบ 2 การท างานของ L-amino acid oxidase 

ที่มา: Izidoro et al. (2014) 
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Amine oxidase (AOs) เป็นเอนไซมช์นิดหนึ่งในกลุ่ม Oxidoreductase ซึ่งจัดอยู่ใน
กลุ่มย่อย Oxidase มีสารอินทรียใ์นกลุ่มไบโอจีนิกเอมีน (Biogenic amines) เป็นสารตัง้ตน้ โดย 
Amine oxidase ยังเป็นเอนไซม์ที่มีลักษณะเป็นเมทัลโลเอนไซม์ (Metalloenzyme) เนื่องจากมี 
Copper ion เป็นองคป์ระกอบภายใน โดยถูกยดึไวด้ว้ยแรง Coordinate covalent บางครัง้จึงนิยม
เรียกเอนไซม์ในกลุ่มนี ้ว่า Copper-containing amine oxidases (CuAOs) เอนไซม์ในกลุ่มนี ้มี
สมบัติในการเร่งปฏิกิริยา  Oxidative deamination ของสารตั้งต้นที่ เป็นเอมีนให้กลายเป็น
ผลิตภณัฑใ์นรูปสารประกอบแอลดีไฮด ์แอมโมเนีย และ H2O2 ได ้(McIntire & Hartmann, 1993) 
Amine oxidase ยังอาจสามารถแบ่งเป็นชนิดย่อยไดต้ามชนิดของซบัสเตรตที่มีความจ าเพาะต่อ
เอนไซม ์ไดแ้ก่ Monoamine oxidase ในกรณีที่จ  าเพาะต่อซบัสเตรตที่เป็นมอนอเอมีน Diamine 
Oxidase ในกรณีที่จ  าเพาะต่อซับสเตรตที่ เป็นไดเอมีน และ  Polyamine Oxidase ในกรณีที่
จ  าเพาะต่อซบัสเตรตที่เป็นพอลิเอมีน  

Amine oxidase เป็นเอนไซม์ที่สามารถพบได้ในสิ่งมีชีวิตหลากหลายชนิด เช่น 
แบคที เรีย  พื ช  และสัตว์ ข้อมูลของ  Amine oxidase ที่ ได้ท าการศึกษาลักษณ ะสมบั ติ 
(Characterization) ม าแล้ ว ใน แบคที เรี ย  ตั วอย่ า ง เช่ น  Phenylethylamine oxidase แล ะ 
Histamine oxidase จ า ก  Anthrobactor globiformis (Hibi & Senda, 2000) แ ล ะ  Amine 
oxidase จ าก  Arthrobacter aurescens (Lee & Kim, 20 13 )  Amine oxidase ใน พื ช  เช่ น 
Diamine Oxidase จากตน้อ่อนของถั่ว (pea seedling) (Massimo Di Fusco et al., 2011) และ 
Amine oxidase จากสัตว์ เช่น Plasma amine oxidase ในวัว (bovine) (Lange & Wittmann, 
2002) เป็นตน้ 

โครงสรา้งของ Amine oxidase มีลกัษณะเป็นโฮโมไดเมอร ์(Homodimer) โดยมีสาย
พอลิเพปไทดส์องสายเชื่อมเขา้ดว้ยกัน มีมวลโมเลกุลที่ประมาณ 75 – 90 kDa เอนไซมช์นิดนีม้ี 
2,4,5-Trihydroxylphenylalaninequinone (TPQ) ท าหน้าที่ เป็น  Cofactor ในการท าปฏิกิริยา 
รีดอกซ ์(Redox cofactor) โดยกระบวนการเกิด TPQ นั้นต้องอาศัยโมเลกุลของ Oxygen และ
Copper ion ไปสรา้งพนัธะกนักบับรเิวณ His residues บนเอนไซม ์(Moore et al., 2007)  

โครงสร้างของ E.coli copper-containing amine oxidase homodimer ซึ่ ง เป็น
ตัวอย่างของเอนไซมใ์นกลุ่ม Amine oxidase ไดแ้สดงไวด้ังภาพประกอบ 3 โดย Monomer หนึ่ง
ถกูแสดงเป็นสว่นสีแดงทัง้หมด และอีก Monomer ถกูแสดงสีแบ่งออกตามโดเมน (domain) (D1 สี
เขียว, D2 สีน ้าเงิน,  D3 สีเหลือง และ D4 สีม่วง) ในขณะที่ทรงกลมสีน ้าเงินเป็นตัวแทนของ 
Copper ion ในโครงสรา้งของเอนไซม ์
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ภาพประกอบ 3 โครงสรา้งของ E.coli copper-containing amine oxidase homodimer  

ที่มา: Brazeau, Johnson, and Wilmot (2004) 

1.2 การเร่งปฏิกิริยาของ Amine oxidase 
Amine oxidase ท าหน้าที่เร่งปฏิกิริยา Oxidative deamination ของไบโอจีนิกเอมีนซึ่ง

เป็นสารประกอบอินทรีย์ที่มีโครงสรา้งประกอบดว้ยหมู่อะมิโนอย่างน้อยหนึ่งหมู่ เช่น ฮีสตามีน 
(Histamine) พิวเทรสซีน (Putrescine) และคาดาเวอรีน  (Cadaverine) เป็นต้น โดยไบโอจีนิก 
เอมีนแต่ละชนิดก็จะมีความจ าเพาะกับเอนไซมท์ี่แตกต่างกัน และปฏิกิริยาที่เกิดขึน้ตอ้งอาศยัน า้
และ Oxygen เขา้ร่วมในการท าปฏิกิริยาดว้ย โดยไบโอจีนิกเอมีนจะถูกเปลี่ยนเป็นสารประกอบ
แอลดีไฮด ์พรอ้มทั้งไดแ้อมโมเนีย และ H2O2 เป็นผลิตภัณฑ ์(Mondovì et al., 2009) ดังสมการ
เคมีที่แสดงในภาพประกอบ 4  

 

ภาพประกอบ 4 การเรง่ปฏิกิรยิา Oxidative deamination ดว้ย Amine oxidase 

ที่มา: ดดัแปลงจาก Holt and Palcic (2006) 
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1.3 การตรวจวัดแอคติวีตีของ Amine oxidase 
1.3.1 หลักการตรวจวัดแอคติวีตีของเอนไซม ์

แอคติวีตีของเอนไซม ์คือ การวดัความสามารถในการเรง่ปฏิกิริยาของเอนไซมท์ี่มี
ส่วนรวมในปฏิกิริยาหนึ่ง ๆ โดยความสามารถนีน้  าไปใชอ้ธิบายลกัษณะสมบติัของเอนไซมแ์ต่ละ
ชนิดได ้ซึ่งโดยทั่วไปแลว้การตรวจวัดแอคติวีตีของเอนไซมช์นิดใดก็ตามสามารถท าได้สองวิธี คือ 
การวดัปริมาณของสารตัง้ตน้ที่ลดลงในหนึ่งหน่วยเวลา หรือ การวดัปริมาณผลิตภณัฑท์ี่เพิ่มขึน้ใน
หนึ่งหน่วยเวลา โดยวิธีการที่ไดร้บัความนิยมคือการวดัปริมาณผลิตภัณฑท์ี่เกิดขึน้ เนื่องจากการ
เพิ่มขึน้ของผลิตภัณฑเ์พียงเล็กนอ้ยเมื่อนบัจากการเริ่มตน้ของปฏิกิรยิาจะใหค่้าในการตรวจวดัได้
แม่นย ากว่าการลดลงของสารตัง้ตน้เมื่อเทียบในหน่วยการเปลี่ยนแปลงที่เท่ากนั (Segel, 1975) 

การศึกษาจลนพลศาสตรข์องเอนไซม์ (Enzyme kinetics) เป็นวิธีหนึ่งที่ใช้มา
นานและมีความส าคัญในการศึกษากลไกการเร่งปฏิกิริยา โดยเป็นการติดตามความเร็วของ
ปฏิกิรยิา เมื่อมีการเปลี่ยนแปลงปัจจยัต่าง ๆ โดยความเขม้ขน้ของซบัสเตรต [S] เป็นปัจจยัส าคัญ
ในการควบคุมอัตราการเร่งของปฏิกิริยา อย่างไรก็ตาม ในระหว่างที่ปฏิกิริยาด าเนินไป ความ
เขม้ขน้ของซบัสเตรตจะลดลงเรื่อย ๆ ดงันัน้เพื่อหลีกเลี่ยงผลจากการเปลี่ยนแปลงความเขม้ขน้ของ
ซบัสเตรต จึงวดัความเร็วที่จุดเริ่มตน้ของปฏิกิริยาที่เรียกว่า ความเร็วเริ่มตน้ (initial velocity; vi) ที่
จุดนี ้ความเร็วของปฏิกิริยา v จะเท่ากบั vi โดยอนุมานไดว้่าความเขม้ขน้ของซบัสเตรตลดลงนอ้ย
มากจนไม่มีการเปลี่ยนแปลง ภาพประกอบ 5 แสดงใหเ้ห็นว่าความเร็วเริ่มตน้ของปฏิกิริยาที่มี
เอนไซม์เป็นตัวเร่งคือช่วงที่กราฟเป็นเส้นตรงเมื่อเขียนความสัมพันธ์ระหว่างเวลาที่ใช้ในการ
เกิดปฏิกิรยิาและความเขม้ขน้ของผลิตภณัฑ ์ 

 

ภาพประกอบ 5 กราฟแสดงความสมัพนัธร์ะหว่างความเขม้ขน้ของผลิตภณัฑแ์ละเวลาในปฏิกิรยิา
ที่มีเอนไซมเ์ป็นตวัเรง่ 

ที่มา: Robinson (2015) 
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การศึกษาจลนพลศาสตรข์องเอนไซม ์ตอ้งเลือกช่วงเวลาที่เหมาะสมส าหรบัการ
ติดตามการท างานของเอนไซมใ์หอ้ยู่ในช่วงเวลาที่ความเขม้ขน้ของผลิตภณัฑเ์ป็นปฏิภาคโดยตรง
กบัเวลาที่เพิ่มขึน้ หรือช่วงที่ความเร็วอยู่ในช่วงความเรว็เริ่มตน้ (vi) โดยเมื่อก าหนดใหค้วามเขม้ขน้
ของเอนไซมค์งที่ แลว้ติดตาม vi ที่ความเขม้ขน้ต่าง ๆ กัน จะไดว้่าที่ความเขม้ขน้ของซบัสเตรตต ่า 
vi จะเพิ่มขึน้เมื่อ [S] เพิ่มขึน้ดว้ยความสมัพนัธเ์กือบเป็นเสน้ตรง แต่ที่ความเขม้ขน้ของซบัสเตรตสงู 
ๆ vi เพิ่มขึน้นอ้ยมากเมื่อเทียบกบัความเขม้ขน้ของซบัสเตรตที่เพิ่มขึน้ และในที่ สดุ vi แทบจะคงที่ 
เมื่อ vi เขา้ใกลค้วามเร็วสูงสุด (Vmax) (จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย. คณะวิทยาศาสตร์, 2557) ซึ่ง
สามารถสรา้งกราฟความสมัพันธร์ะหว่างความเรว็ของปฏิกิริยาและความเขม้ขน้ของซบัสเตรทได้
ดงัภาพประกอบ 6  

 

ภาพประกอบ 6 กราฟแสดงความสมัพนัธร์ะหว่างความเรว็กบัความเขม้ขน้ของซบัสเตรทใน
ปฏิกิรยิาท่ีมีเอนไซมเ์ป็นตวัเร่ง 

ที่มา : https://riasparklebiochemistry.files.wordpress.com/2013/04/article1622_bl 
ock3142.jpg 

ในกรณีที่ปฏิกิริยามีซับเสตรทเพียงชนิดเดียว จะสามารถเขียนความสัมพันธ์
ระหว่างความเรว็กบัความเขม้ขน้ของซบัสเตรต ไดด้งัสมการ 
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เรียกสมการแสดงความสมัพนัธข์า้งตน้นีว้่า สมการ Michaelis – Menten เมื่อ vi 
คือความเร็วของปฏิกิริยา, Vmax คือความเรว็ของปฏิกิริยาสงูสดุ, [S] คือความเขม้ขน้ของซบัสเตรท 
และ Km คือค่าคงที่ของ Michaelis – Menten ซึ่ง Km มีค่าเท่ากับ ความเขม้ขน้ของซบัสเตรทที่ท า
ให้ vi มีค่าเท่ากับครึ่งหนึ่งของ  Vmax  โดยเอนไซม์แต่ละชนิดจะมีค่า Vmax และ Km เป็นสมบัติ
เฉพาะตวั ซึ่งจะบ่งบอกถึงความว่องไวในการเกิดปฏิกิรยิา กลา่วคือ ถา้ Vmax มีค่าสงูมาก ๆ และค่า 
Km มีค่าต ่ามาก ๆ แสดงว่าเอนไซมน์ัน้สามารถเร่งปฏิกิริยาใหด้ าเนินไปไดเ้ร็วมาก  นอกจากนี ้Km 
ยังเป็นตัวบ่งชีถ้ึงความชอบ (affinity) ของเอนไซมต่์อซบัสเตรต ถ้าค่า Km ต ่าแสดงว่าเอนไซมจ์ับ
กบัซบัสเตรตไดดี้ 

1.3.2 ปัจจัยทีม่ีผลต่อแอคติวีตีของเอนไซม ์
ในการศึกษาแอคติวีตีของเอนไซม ์ควรควบคมุปัจจยัต่าง ๆ ใหม้ีความเหมาะสม

ต่อการศึกษาเพื่อใหไ้ดผ้ลการทดลองที่มีความน่าเชื่อถือ การเปลี่ยนแปลงปัจจัยบางอย่างอาจ
สง่ผลต่อขอ้มลูและการค านวณที่คลาดเคลื่อนไป (Sigman, 1992) ปัจจยัต่าง ๆ เหลา่นี ้ไดแ้ก่ 

1.3.2.1 ความเขม้ขน้ของเกลือ (Salt concentration): หากในสารละลายมี
ความเขม้ขน้ของเกลือที่สงูมากเกินไป อาจส่งผลต่อพันธะเคมีที่ เป็นแรงชนิดอ่อนระหว่างเอนไซม์
และซบัสเตรต ซึ่งจะสง่ผลใหค้วามสามารถในการเรง่ปฏิกิรยิาของเอนไซมเ์ปลี่ยนแปลงไป 

1.3.2.2 ความเข้มข้นของเอนไซม์และซับสเตรต  (Enzyme and substrate 
concentration): แอคติวีตีของเอนไซมจ์ะถูกยบัยัง้ไดเ้มื่ออยู่ในสภาวะที่มีเอนไซมอ่ิ์มตวั แมว้่าการ
เพิ่มความเขม้ขน้ของซบัสเตรตจะท าใหแ้อคติวีตีของเอนไซมเ์พิ่มขึน้ แต่อัตราของปฏิกิริยาจะไม่
เพิ่มขึน้หากเอนไซมอ์ยู่ในสภาวะอิ่มตวั ดงันัน้การค านวณความเขม้ขน้ของเอนไซมแ์ละซบัสเตรตที่
ใชใ้นการทดลองใหม้ีความเหมาะสมจึงมีความส าคญัในการศึกษาแอคติวีตีของเอนไซม ์

1.3.2.3 ค่าพีเอช (pH): เอนไซมส์ว่นใหญ่จะสามารถท างานไดดี้ในสภาวะที่มี
ค่าพีเอชเหมาะสม ซึ่งจะส่งผลใหก้ารเร่งปฏิกิริยาของเอนไซมเ์ป็นไปไดดี้ที่สุด ทั้งนีเ้นื่องจากค่า  
พีเอชมีผลต่อกรดอะมิโนในบริเวณเร่งปฏิกิริยา (catalytic site) โดยปกติแลว้เอนไซมจ์ะมีแอคติวีตี
สงูสดุเมื่อค่าพีเอชใกลเ้คียงกบั pKa ของบรเิวณเรง่ของเอนไซม ์(enzyme’s active site) 

1.3.2.4 ตัวยับยั้ง (Inhibitors): ตัวยับยั้งสามารถลดความเร็วในการเร่ง
ปฏิกิริยาของเอนไซม์ไดจ้ากการเขา้ไปแย่งจับในบริเวณเร่งของเอนไซม์ หรือจากการ เขา้จับกับ
บริเวณอ่ืนของเอนไซมซ์ึ่งส่งผลใหซ้บัสเตรตไม่สามารถเขา้จับกับบริเวณเร่งของเอนไซมไ์ด ้และ
เนื่องจากปฏิกิริยาที่มีเอนไซมเ์ขา้รว่มเป็นปฏิกิรยิาที่สามารถผนักลบัได้ ในบางกรณีสารผลิตภณัฑ์
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ที่เกิดขึน้ในปฏิกิริยาก็สามารถเขา้จบักับบริเวณเร่งของเอนไซมไ์ดเ้ช่นกัน เทคนิคที่นิยมใชใ้นการ
ก าจดัตวัยบัยัง้ออกจากปฏิกิริยาคือการท าไดอะไลซิส (dialysis)   

1.3.2.5 ตัวเร่ง (Activators): ตัวเร่งคือสารที่สามารถเพิ่มแอคติวีตีของ
เอนไซม์ได้ ตัวเร่งมีความจ าเป็นอย่างมากในบางปฏิกิริยา เช่น  ปฏิกิริยาที่มีเอนไซมืเข้าร่วม
มากกว่าหนึ่งชนิด หากเอนไซมท์ี่สนใจขาดตัวเร่งอาจส่งผลใหเ้อนไซมช์นิดอ่ืนมีความสามารถใน
การแย่งจบักบัซบัสเตรตไดดี้กว่า  

1.3.2.6 อุณหภูมิ (temperature): เอนไซม์โดยส่วนใหญ่มักจะมีอุณหภูมิที่
เหมาะสม (optimal temperature) ซึ่งท าให้เอนไซม์มีแอคติวีตีสูงสุด ซึ่งสามารถหาได้จากการ
ทดลองเปลี่ยนอุณหภูมิที่แตกต่างกัน โดยปกติแลว้ความเร็วของปฏิกิริยาจะเพิ่มขึน้เมื่ออุณหภูมิ
สงูขึน้ อย่างไรก็ตามอุณหภูมิที่สงูเกินไปอาจส่งผลใหเ้อนไซมเ์กิดการเสื่อมสภาพ (denature) ท า
ใหไ้ม่สามารถทดสอบแอคติวีตีของเอนไซมไ์ด ้ 

1.3.3 งานวิจัยทีเ่กี่ยวข้องกับการตรวจวัดแอคติวีตีของ Amine oxidase 
การตรวจวดัแอคตีวีตีของเอนไซมเ์ป็นการตรวจวดัปริมาณของสารตัง้ตน้ที่ลดลง

หรือปริมาณของผลิตภณัฑท์ี่เพิ่มขึน้ในช่วงหนึ่งหน่วยเวลา การติดตามปรมิาณดงักล่าวอาจท าได้
หลายวิ ธี  เช่น  ส เปกโตรโฟ โต เมตรี  (Spectrophotometry) โพลาโรกราฟี  (Polarography)  
โครมาโทกราฟี (Chromatography) เรดิโอเมตรี (Radiometry) โฟโตเมตรี (Photometry) และ
ฟลูออโรเมตรี (Fluorometry) วิธีการที่ เป็นที่นิยมมากในระยะแรก คือ เรดิโอเมตี เนื่องจากมี
ความจ าเพาะและสภาพไวสูง อย่างไรก็ตามการตรวจวัดด้วยวิธีการนี ้ก็ก่อให้เกิดปัญหาบาง
ประการตามมาภายหลงัอนัเนื่องมาจากสารกมัมนัตรงัสี (radioisotope) และตวัท าละลายอินทรีย์
ที่เหลือและตกคา้งในสิ่งแวดลอ้ม (Callingham & Laverty, 1973; Wurtman & Axelrod, 1963) 
จึงส่งผลให้วิธีการตรวจวัดแอคติวีตีของเอนไซม์ที่ เป็นที่นิยมในเวลาต่อมา คือ การตรวจวัด  
แอคติวีตีโดยใชว้ิธีสเปกโตรโฟโตเมตรี (Spectrophotometric assay) โดยวิธีการนีจ้  าเป็นตอ้งใช้
เครื่อง Spectrophotometer เป็นเครื่องมือเพื่อใช้ตรวจวัดการดูดกลืนแสงของสาร การใช้หลัก
การศึกษาค่าทางจลนพลศาสตรแ์ละกฎของเบียร ์(Beer’s law) ท าใหส้ามารถแปลผลสญัญาณที่
ไดเ้ป็นปริมาณสารตัง้ตน้หรือผลิตภณัฑท์ี่สนใจได ้วิธีการนีถู้กน าไปใชใ้นการตรวจวดัแอคตีวิตีของ
เอนไซม์อย่างกวา้งขวางเนื่องจากเป็นวิธีการที่สามารถท าได้ง่าย ไม่อันตราย มีความจ าเพาะ 
(selective) และสภาพไว (sensitive) สงู  

ในปฏิกิริยาที่มีเอนไซม์เขา้ร่วมหลายปฏิกิริยา การเปลี่ยนแปลงของสารตั้งต้น
หรือผลิตภัณฑบ์างชนิดอาจไม่สามารถติดตามไดด้ว้ยเทคนิค Spectrophotometry เนื่องจากสาร
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ดังกล่าวไม่มีการดูดกลืนแสง ดังนั้น เพื่ อให้สามารถศึกษาปฏิกิริยาเหล่านี ้ด้วยเทคนิค  
Spectrophotometry ได้ จึ งต้องอาศัยปฏิกิ ริยาควบคู่  (coupling reactions) ระหว่างสารที่
ตอ้งการตรวจวดักบัเอนไซมห์รือสารอีกชนิดหนึ่งซึ่งตอ้งไม่มีสมบติัดดูกลืนแสงไดใ้นตัวเอง เพื่อให้
เกิดเป็นสารประกอบชนิดใหม่ซึ่งสามารถตรวจวดัดว้ยวิธีการดดูกลืนแสงได ้ 

การตรวจวัดแอคติวี ตีของ  Amine oxidase นิยมท าโดยการติดตามสาร
ผลิตภัณฑท์ี่เพิ่มขึน้ โดยผลิตภัณฑท์ี่นิยมใชใ้นการติดตามมากที่สุด คือ H2O2 โดยที่ผ่านมาไดม้ี
งานวิจัยหลายงานได้พัฒนาวิธีศึกษาแอคติวีตีของ Amine oxidase โดยใชอ้าศัยปฏิกิริยาควบคู่
กบั Peroxidase และซบัสเตรตที่ท าใหเ้กิดสี ซึ่งมีสมบติัในการดูดกลืนแสงไดใ้นช่วงความยาวคลื่น 
400 – 700 nm เช่น งานวิจยัของ Szutowicz และคณะที่ไดศ้กึษาลกัษณะสมบติัของ Monoamine 
oxidase ในไมโทคอนเดรียในตับของหนูโดยใชไ้ทรามีน (Tyramine) เป็นซบัสเตรต โดยตรวจวัด 
แอคติวีตีของเอนไซมจ์ากการเพิ่มขึน้ของผลิตภัณฑคื์อ H2O2 คณะผูว้ิจัยไดใ้ชก้ารตรวจวัดความ
เข้มของสีที่ เกิดจากรี เอ เจนต์ที่ ท าให้เกิดสี  (chromogen) ซึ่ งประกอบด้วย  Horseradish 
peroxidase และ ABTS (2,2'-azinodi(ethylbenzthiazoline-6-sulfonic acid))โดย Horseradish 
peroxidase จะเร่งปฏิกิริยาการสลายตวัของ H2O2 ใหเ้กิดเป็น Oxygen และน า้ จากนัน้ Oxygen 
ที่เกิดขึน้จะท าปฏิกิริยากบั ABTS เพื่อเปลี่ยนรูปเป็นสารละลายที่ดดูกลืนแสงได้ ขอ้ดีของวิธีการนี ้
คือสารที่ใชใ้นการท าปฏิกิริยาใหเ้กิดสีมีความเป็นพิษนอ้ย ละลายไดง้่ายในน า้ ไม่ไวต่อแสง และมี
ความเสถียรสงู ท าใหว้ิธีนีถู้กน าไปใชอ้ย่างแพรห่ลายในการตรวจแอคติวีตีของ Amine oxidase ใน
เวลาต่อมา (Szutowicz et al., 1984) 

การตรวจวัดแอค ติวี ตี ของ  Amine oxidase ที่ อาศัยปฏิ กิ ริยาควบคู่ กับ 
Peroxidase และรีเอเจนตท์ี่ท าใหเ้กิดสี ยงัไดถ้กูพฒันาขึน้อีกหลายวิธี โดยสิ่งที่แตกต่างกนัคือชนิด
ของรีเอเจนต์ที่ใช้ เช่น การใช้โอ-ไดอะนิซีดีน (O-dianisidine) ในการตรวจสอบแอคตีวีตีของ 
Diamine oxidase ซึ่งมีฮีสตามีนเป็นสารตัง้ตน้ โดย H2O2 จะท าปฏิกิรยิาใหเ้กิดผลิตภณัฑเ์ป็นสาร
โอ-ไดอะนิซีดีนที่ อยู่ ในรูปออกซิไดส์ซึ่งเป็นสารละลายสีน ้าตาล  (Bieganski, Blasinska, & 
Kusche, 1977) อย่างไรก็ตามรีเอเจนต์ชนิดนี ้จัดเป็นสารก่อมะเร็ง (carcinogen) ซึ่งอาจเป็น
อนัตรายต่อผูน้  ามาใช ้

รีเอเจนต์อีกชนิดที่นิยมน ามาใช้ในการตรวจวัดแอคติวีตีของ  Amine oxidase 
ควบคู่กบั Peroxidase คือ 4-อะมิโนแอนตีไพรีน (4-Aminoantipyrine; 4-AAP) (Sharp, 1972) ซึ่ง 
Oxygen ที่ไดจ้ากการเร่งการสลายตัวของ H2O2 ดว้ย Peroxidase จะท าให ้4-AAP เกิดการจ่าย 
Hydrogen แล้วเปลี่ยนเป็นผลิตภัณฑ์ในรูปออกซิไดส์ จากนั้นจะท าปฏิกิริยารวมตัวกับ  2,4-
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Dichlorophenol เกิดเป็น ควินอยด ์(Quinoid dye) ซึ่งมีสีแดงและสามารถดดูกลืนแสงได ้อย่างไร
ก็ตามจากการศึกษาพบว่าการตรวจวดัแอคติวีตีของ Amine oxidase ดว้ยวิธีการนีจ้ะมีปัญหาเมื่อ
น าไปทดสอบกบั Amine oxidase ชนิด Monoamine oxidase เนื่องจาก 2,4-Dichlorophenol จะ
เขา้ท าปฏิกิริยายับยั้ง (inhibition) เอนไซมไ์ด้ ดังนั้นในเวลาต่อมาจึงมีการเปลี่ยนรีเอเจนตจ์าก 
2,4-Dichlorophenol เป็นกรดวานิลลิก (Vanillic acid) แทน (Holt & Palcic, 2006) การศึกษา 
แอคติวีตีของ Amine oxidase โดยวิธีการนีส้ามารถแสดงไดด้งัภาพประกอบ 7 

 

ภาพประกอบ 7 การตรวจวดัแอคติวีตีของ Amine oxidase ดว้ยการใชป้ฏิกิริยาควบคู่  
(coupling reaction) ที่มี 4-AAP และกรดวานิลลิกเป็นรีเอเจนต ์

ที่มา: Holt and Palcic (2006) 

ก า รพั ฒ น า วิ ธี ต ร ว จ วั ด แ อ ค ตี วี ตี ข อ ง  Amine oxidase ด้ ว ย เท ค นิ ค 
Spectrophotometry ยั งค งถู กพัฒ น าม าอย่ า ง ต่ อ เนื่ อ ง  โด ย ล่ าสุ ด  (Angelini, Cona, & 
Tavladoraki, 2018) ได้พัฒนาวิธีตรวจวัดแอคตีวีตีของ  Copper amine oxidase (CuAO) ใน
เนือ้เยื่อพืชดว้ยเทคนิค Spectrophotometry โดยอาศัยการตรวจวัด H2O2 ที่เกิดขึน้ดว้ยปฏิกิริยา
ควบคู่กับ Peroxidase ซึ่งมี 3,5-dichloro-2-hydroxybenzenesulfonate (DCHBS) และ 4-AAP 
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เป็นรีเอเจนต์ และให้ผลิตภัณฑ์เป็นสารสีชมพูซึ่งสามารถตรวจวัดด้วยการดูดกลืนแสงได้ ดัง
ภาพประกอบ 8 

 

ภาพประกอบ 8 การตรวจวดัแอคติวีตีของ CuAO ดว้ยการใชป้ฏิกิรยิาควบคู่ (coupling reaction) 
ที่มี DCHSB และ 4-AAP เป็นรีเอเจนต ์

ที่มา: Angelini et al. (2018) 

2. เอกสารและงานวิจัยทีเ่กี่ยวข้องกับการตรวจวัด H2O2 
2.1. ลักษณะท่ัวไปของ H2O2 

Hydrogen peroxide (H2O2) คือ โมเลกุลเคมีขนาดเล็ก มีลักษณะโดยทั่วไปเป็น
ของเหลว ไม่มีสี มีรสขม สลายตัวเป็นแก๊ส Oxygen และน า้ไดใ้นภาวะที่มีแสง และอณุหภูมิสงู มี
สมบติัเป็นสารออกซิไดซ ์(Oxidizer) ที่มีความรุนแรงแปรผันตามความเขม้ขน้ จึงนิยมน าไปใชใ้น
กระบวนกาอุตสาหกรรมต่าง ๆ เช่น น าไปใช้ฟอกสีในการผลิตน ้ายากัดสีผม ยาสีฟัน และ
อุตสาหกรรมฟอกหนัง น าไปใชเ้ป็นส่วนประกอบหลกัของน า้ยาลา้งแผล และใชใ้นกระบวนการ  
สเตอริไลซห์รือพาสเจอไรสน์ ้านมดิบเพื่อฆ่าเชือ้โรค และยับยั้งการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย  

(Toyoda, Ito, Iwaida, & Fujii, 1982) โดย H2O2 จะท าใหเ้กิดปฏิกิริยา Peroxidation ของลิพิดใน
ชัน้เยื่อหุม้เซลลข์องแบคทีเรีย ส่งผลใหก้ารแพร่ของสารต่าง  ๆ ผ่านเยื่อหุม้เซลลเ์กิดความผิดปกติ 
จนท าให้แบคที เรียตายได้ในที่สุด  (Ansari & Datta, 2003) นอกจากนี ้ H2O2 ยังนิยมใช้ใน
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กระบวนการบ าบดัมลพิษทางเคมีในสิ่งแวดลอ้ม เนื่องจากสามารถท าปฏิกิริยาออกซิไดซเ์พื่อลด
ความเป็นพิษของสารอินทรียต่์าง ๆ เช่น คลอรีน แอลดีไฮด ์ฟีนอล และสารประกอบอะโรเมติก 
ชนิดอ่ืน ๆ ได ้(Schwake, Ross, & Cammann, 1998) อย่างไรก็ตาม H2O2 จัดเป็นสารอันตราย
ต่อมนุษย ์โดย H2O2 ที่มีความเขม้ขน้สูงจะก่อใหเ้กิดอันตรายเมื่อกลืนกินหรือสมัผัสทางผิวหนัง 
และเป็นพิษเมื่อสูดดมไอระเหย  (Wei & Guo, 2007) องค์การต่าง ๆ ที่ เก่ียวข้องจึงได้ก าหนด
มาตรฐานค่าสงูสุดส าหรบั H2O2 ที่พบไดใ้นอาหาร โดยเฉพาะในน า้นมดิบ ตวัอย่าง เช่น องคก์าร
อาหารและยาสหรฐัอเมริกาไดก้ าหนดใหม้ี H2O2 เจือปนในผลิตภัณฑน์มไดท้ี่ความเขม้ขน้ไม่เกิน 
0.5 ppm  

2.2 วิธีตรวจวัด H2O2 
ในช่วงทศวรรษที่ผ่านมาการตรวจวดั H2O2 มีความส าคญัมากขึน้เนื่องจาก H2O2 มกั

พบเป็นสารตัวกลาง (intermediate) ของปฏิกิริยาเคมีในกระบวนการอตุสาหกรรม ในสิ่งแวดลอ้ม 
และกระบวนการทางชีววิทยาจ านวนมาก นอกจากนีป้ฏิกิริยาที่มีเอนไซมเ์ป็นตวัเรง่บางปฏิกิรยิาก็
ใหผ้ลิตภณัฑส์ดุทา้ยเป็น H2O2 ซึ่งสามารถใชเ้ป็นอินดิเคเตอรข์องปฏิกิริยาได ้(X.-L. Chen et al., 
2001; Tang, Wang, Sun, & Xi Shen, 2002) ดังนัน้เทคนิคการตรวจวดั H2O2 จึงไดถู้กพัฒนาขึน้
หลากหลายวิธี แต่ละวิธีมีจุดเด่นและจุดดอ้ยต่างกนั การเลือกเทคนิควิธีการวิเคราะหจ์ึงขึน้อยู่กับ
จดุประสงคข์องงานเป็นหลกั โดยวิธีการทางเคมีที่นิยมน าไปใชใ้นการตรวจวดั H2O2 ดงัต่อไปนี ้

2.2.1 วิธีตรวจวัด H2O2 โดย Electroanalytical chemistry 
เคมีวิเคราะหเ์ชิงไฟฟ้า (Electroanalytical chemistry) เป็นการน าหลกัการทาง

เคมีไฟฟ้ามาใชใ้นการวิเคราะหห์าปรมิาณหรือความเขม้ขน้ของสารที่ตอ้งการตรวจวดั โดยวิธีการ
วิเคราะหจ์ะเก่ียวขอ้งกับการวัดการตอบสนองทางไฟฟ้าของสารตัวอย่าง อันเป็นผลมาจากการ
เปลี่ยนแปลงองค์ประกอบทางเคมีของสารนั้น โดยเทคนิคทางเคมีวิเคราะห์เชิงไฟฟ้ าที่นิยม
น าไปใชใ้นการตรวจวัด H2O2 ไดแ้ก่ เทคนิคแอมเพอโรเมทรี (Amperometry) และเทคนิคโพเทน 
ชีโอเมทรี (Potentiometry) ตัวอย่างเช่น งานวิจัยซึ่งพัฒนาเซนเซอรโ์ดยใชข้ั้วคารบ์อน (Carbon 
paste electrode; CPE) มาจุ่มลงในสารละลายแมงกานีสไดออกไซด์ (Manganese dioxide) 
แลว้ใชเ้ป็นขัว้ไฟฟ้า (electrode) ที่สามารถตรวจวดัปริมาณ H2O2 ได ้การตรวจวดัดว้ยเทคนิคนีม้ี
ขอ้ดีคือมีสภาพไว (sensitivity) และมีความสามารถในการท าซ า้ (reproducibility) สงู (Zheng & 
Guo, 2000) อย่างไรก็ตามการตรวจวัดดว้ยเทคนิคนีย้ังมีขอ้จ ากัดบางประการ เช่น การรบกวน
จากสารเจือปน (interference) ที่อาจสง่ผลท าใหค่้าเกิดความคลาดเคลื่อนได ้ 
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2.2.2 วิธีตรวจวัด H2O2 โดย Chromatography  
โครมาโทกราฟี (Chromatography) เป็นเทคนิคที่ใชใ้นการแยกสารออกจากกัน

โดยอาศัยความแตกต่างของการกระจายตัวของสารตัวอย่าง (solute) ระหว่างสองเฟส คือ เฟส
เคลื่อนที่ (moblie phase) กับอีกเฟสหนึ่งซึ่งเป็นเฟสอยู่กับที่ (stationary phase) ขบวนการแยก
สารจะเกิดขึน้เมื่อองคป์ระกอบในของผสมเกิดอนัตรกิริยาระหว่างเฟสเคลื่อนที่ และเฟสอยู่กบัที่ได้
แตกต่างกัน โดยกระบวนการในการท าโครมาโทกราฟีมีหลายเทคนิค แต่เทคนิคหนึ่งที่นิยมใชใ้น
การตรวจวดัสารคือการท าโครมาโทกราฟีของเหลวแบบสมรรถนะสงู (High Performance Liquid 
Chromatography; HPLC) เนื่ องจากเครื่องมื อมี สภาพไว  (sensitivity) สูง  สามารถน าไป
ประยุกตใ์ชใ้นการวิเคราะหห์าปริมาณไดอ้ย่างรวดเรว็แม่นย าและมีประสิทธิภาพ โดยเฉพาะสารที่
ไม่ระเหยและไม่คงตัวต่อความรอ้น นอกจากนีย้ังใชเ้วลาในการวิเคราะหล์ดลงเนื่องจากการใช้
แรงดันสูงจากป๊ัม (high pressure pump) เมื่อเทียบกับวิธีคอลัมน์โครมาโทกราฟีแบบธรรมดา 
(conventional column chromatography) โดยหลกัการทั่วไปของ HPLC คือ การฉีดสารละลาย
ตัวอย่างที่มีความเขม้ขน้ต ่า ๆ ผ่าน self-septum ขณะที่มีการป๊ัมใหต้ัวท าละลายไหลสู่คอลัมน์
อย่างต่อเนื่องด้วยอัตราเร็วของการไหลที่เหมาะสม เมื่อสารตัวอย่างผ่านคอลัมน์ที่บรรจุด้วย
อนุภาคบรรจุ (packing material) ที่เหมาะสม จะเกิดการแยกขององคป์ระกอบต่าง ๆ และถูกชะ
ออกจากคอลมันผ์่านเครื่องตรวจวัด และแปรผลเป็นสญัญาณไฟฟ้าเขา้สู่เครื่องบนัทึกสญัญาณ
ออกมาเป็นโครมาโทแกรม  

โดยในก่อนหนา้นีไ้ดม้ีงานวิจยัที่ท าการวิเคราะหป์รมิาณ H2O2 โดยการใชเ้ทคนิค 
HPLC เช่น การวิเคราะหห์าปริมาณ H2O2 โดยใชไ้อโอไดด ์(Iodide) และกรดวานิลลิก (Vanillic 
acid) เป็นรีเอเจนตซ์ึ่งจะใหผ้ลิตภัณฑใ์นรูปกรดไอโอโดวานิลลิก (Iodovanillic acid) ซึ่งสามารถ
ตรวจวดัดว้ยเครื่องตรวจวดัแบบ UV detector ได ้(Steinberg, 2013) นอกจากนีเ้ทคนิค HPLC ยงั
ถูกน าไปใชใ้นการวิเคราะหส์ารตวัอย่างชนิดต่าง ๆ ที่อาจมี  H2O2 ตกคา้งเหลืออยู่จากขัน้ตอนการ
ผลิตและฆ่าเชือ้ในกระบวนการทางอุตสาหกรรม เช่น ในน า้ยาฆ่าเชือ้ที่มี  Peracetic acid เป็น
องคป์ระกอบ (Pinkernell, Effkemann, & Karst, 1997) ในยาสีฟัน (Gimeno et al., 2015) และ
ในน า้นมววั (Ivanova, Merkuleva, Andreev, & Sakharov, 2019)  

2.2.3 วิธีตรวจวัด H2O2 โดย Fluorescence และ Chemiluminescence  
วิธีฟลอูอเรสเซนซ ์(Fluorescence)และเคมิลมูิเนสเซนซ ์(Chemiluminescence) 

เป็นวิธีการตรวจวดัสารที่ใชห้ลกัการเก่ียวกบัการเปลง่แสง สารอินทรียแ์ละสารอนินทรียห์ลายชนิด
เมื่อดูดกลืนแสงจากภายนอกเขา้ไปจะเปล่งแสงที่มีความยาวคลื่นเท่ากับความยาวคลื่นแสงที่
ดูดกลืนเขา้ไป (resonance radiation) หรือมีความยาวคลื่นมากกว่าออกมาในทุกทิศทาง การ
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เปล่งแสงออกมาโดยอาศัยพลังงานจากปฏิกิริยาเคมีจะเรียกว่าการเปล่งแสงทางเคมี หรือ  
เคมิลมูิเนสเซนซ ์(chemiluminescence) และถา้เปลง่แสงเนื่องจากคณุสมบติัในตวัของมนัเอง จะ
เรียกว่าการวาวแสง หรือ ฟลอูอเรสเซนซ ์(fluorescence)  

การหาปริมาณสารโดยการวัดความเข้มของแสงฟลูออเรสเซนซไ์ดเ้ริ่มตั้งแต่ปี 
ค.ศ.1966 เป็นตน้มา แต่การใชง้านยังไม่เป็นที่แพร่หลายมากนัก เนื่องจากเครื่องมือมีราคาแพง
และมีวิธีการประยุกตใ์ชง้านน้อย จนกระทั่งในปัจจุบันมีแนวโน้มการใชเ้ทคนิคดังกล่าวมากขึน้ 
เพราะเครื่องวัดแสงฟลูออเรสเซนซม์ีราคาต ่าลง และมีประสิทธิภาพในการวิเคราะห์สูงขึน้มาก   
การตรวจวัดสารด้วยวิธีการนี ้มีจุดเด่น คือ มีความจ าเพาะสูง (high specificity) เนื่องจาก
สารประกอบฟลูออเรสเซนซ ์(fluorescence compound) แต่ละชนิดเปล่งแสงออกมามีลักษณะ
คงที่ที่แต่ละความยาวคลื่นของแสงตกกระทบ โดยในทางปฏิบัติพบว่ามีสารรบกวนไม่ก่ีชนิดที่
สามารถเปล่งแสงฟลูออเรสเซนซ์ได้ และถึงแม้ว่าจะมีสารรบกวนบางชนิดสามารถเปล่งแสง  
ฟลูออเรสเซนซ์ได้ก็ตาม แต่มักจะเป็นความยาวคลื่นอ่ืนที่ไม่ตรงกับสารที่ต้องการวิเคราะห ์
นอกจากนีย้ังสามารถใชรู้ปแบบการเปล่งแสงฟลูออเรสเซนสท์ี่มีลักษณะจ าเพาะของสารแต่ละ
ชนิดเพื่อการจ าแนกชนิด (identify) สารตัวอย่างได ้นอกจากนีย้ังเป็นวิธีการที่มีสภาพไวสูง (high 
sensitivity) สามารถวิเคราะหส์ารปริมาณน้อยได้ดีกว่าการวัดดว้ยการวัดการดูดกลืนแสง โดย
เครื่องวดัแสงฟลอูอเรสเซนซข์นาดเล็ก (Microflourometer) สามารถวิเคราะหส์ารไดน้อ้ยถึงระดับ 
femtomole (10–15) (ชชูาติ อารีจิตรานสุรณ,์ 2544) 

ในปี ค.ศ.2006 ไดม้ีการพัฒนาเทคนิคฟลูออเรสเซนซเ์พื่อน ามาใชใ้นการตรวจ
วิเคราะห์ H2O2 ที่เจือปนในน า้ฝนโดยใช ้3,3’-diethyloxadicarbocyanine iodide เป็นรีเอเจนต ์
โดยวิธีการนีส้ามารถตรวจวัด H2O2 ไดใ้นช่วงความเขม้ขน้ตั้งแต่  5.0×10-7 ถึง 9.0×10-4 โมลต่อ
ลิตร และน าไปประยุกตใ์ชใ้นการตรวจวัดตัวอย่างไดจ้ริง (H. Chen, Yu, Zhou, & Wang, 2007) 
และในปีถดัมาไดม้ีการพฒันาวิธีการวิเคราะห์ H2O2 ที่เกิดขึน้จากควนับุหรี่โดยใชว้ิธีวิเคราะหแ์บบ
ฉีดไหล (Flow injection) ร่วมกบัเทคนิคเคมิลมูิเนสเซนซ ์ผลการวิเคราะหพ์บว่าวิธีการนีม้ีสภาพไว 
(sensitivity) และความจ าเพาะเจาะจง (selectivity) สูง โดยใหค่้าขีดจ ากัดการตรวจพบ (LOD) 
เท่ากบั 4.1×10−11 โมลต่อลิตร(Hu, Zhang, & Yang, 2007) 

2.2.4 วิธีตรวจวัด H2O2 โดย Spectrophotometry 
Spectrophotometry เป็นวิธีการวิเคราะหท์ี่ใชค้ณุสมบติัการดดูกลืนแสงของสาร

เป็นหลกั นิยมใชใ้นการตรวจวดัเชิงปรมิาณและคณุภาพของสารหลายชนิด เนื่องจากมีสภาพไวสงู 
สามารถวัดสารที่ มี ความ เข้มข้นต ่ าในสภาพสารละลายได้ โดยเครื่องมือที่ ใช้เรียกว่า 
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Spectrophotometer ซึ่งมีระบบแยกแสงให้มีลักษณะเป็นล าแสงเดียว (monochrome) ซึ่ง
สามารถวัดความเขม้ขน้ของแสงไดท้ัง้ช่วงคลื่นอัลตราไวโอเลต (Ultraviolet light, 200-400 nm) 
และแถบสีที่ มองเห็น  (Visible light, 400-750 nm) ซึ่ งที่ ผ่ านมาได้มี งานวิจัยซึ่ งน า เทคนิค 
Spectrophotometry ไปประยุกต์ใช้ในการตรวจวัด  H2O2 เป็นจ านวนมาก เนื่องจากมีจุดเด่น 
เพราะสามารถท าไดส้ะดวกรวดเร็ว ไม่ตอ้งอาศัยความช านาญของผูท้  าการตรวจวัด และยังเป็น
วิธีการที่ ไม่ต้องอาศัยเครื่องมืออุปกรณ์ที่มี ราคาสูง  ซึ่งวิ ธีการตรวจวัด  H2O2 ด้วยเทคนิค 
Spectrophotometry ยงัอาจแบ่งออกไดอี้กเป็นสองประเภท ดงันี ้

2.2.4.1 วิธีตรวจวัด H2O2 โดยใช้เทคนิค Spectrophotometry ที่ต้องอาศัย 
Peroxidase ในการเร่งปฏิกิริยา 

การตรวจวัดดว้ยเทคนิค Spectrophotometry ไดถู้กน าไปใชพ้ัฒนาเป็นวิธี
วิเคราะหห์าปริมาณ H2O2 โดยอาศัยหลกัการของไบโอเซนเซอร ์(Biosensor) โดยมี Peroxidase 
เป็นตวัเร่งปฏิกิริยา โดย Peroxidase จะท าหนา้ที่เร่งปฏิกิรยิาการสลายตวัของ H2O2 ใหก้ลายเป็น 
O2 และ H2O หลงัจากนัน้ Oxygen ที่เกิดขึน้จะเขา้ท าปฏิกิริยากบัสารตัง้ตน้และใหผ้ลิตภณัฑเ์ป็น
สารประกอบซึ่งท าให้สารละลายมีสีเกิดขึน้ ซึ่งสามารถตรวจวัดด้วยวิธีการวิเคราะห์จากการ
เปรียบเทียบความเข้มของสี (Colorimetric method) ด้วยเครื่อง Spectrophotometer ได้ ดัง
สมการเคมีที่แสดง (Petersen et al., 2005) 

 

ตวัอย่างงานวิจยัที่ไดอ้าศยัหลกัการขา้งตน้ เช่น การพฒันาวิธีศึกษาแอคติวีตี
ของ Monoamine oxidase ในไมโทคอนเดรียในตับของหนูโดยใช้ไทรามีน (Tyramine) เป็น 
ซบัสเตรต ผูว้ิจยัไดใ้ชก้ารตรวจวดัความเขม้ของสีที่เกิดจากสารเคมีที่ท าใหเ้กิดสี (chromogen) ซึ่ง
ป ระก อบ ด้ ว ย  Horseradish peroxidase แล ะ  ABTS (2,2'-azinodi(ethylbenzthiazoline-6-
sulfonic acid)) มาท าปฏิกิริยากับ H2O2 เพื่อใหเ้กิดเป็นสารประกอบที่สามารถดูดกลืนแสงไดท้ี่
ความยาวคลื่น 414 nm ขอ้ดีของวิธีการนีคื้อสารที่ใชใ้นการท าปฏิกิริยาใหเ้กิดสีมีความเป็นพิษ
นอ้ย ละลายไดง้่ายในน า้ ไม่ไวต่อแสง และมีความเสถียรสงู ไม่เกิดปฏิกิริยา Oxidation ไดเ้องตาม
ธรรมชาติ  (Szutowicz, Kobes, & Orsulak, 1984) การพัฒนาวิธีตรวจวัด  H2O2 โดยการใช้
สารละลายผสมของ 4-Aminoantipyrine (4-AAP) Phenol และ Horseradish peroxidase (HRP) 
ในการท าปฏิกิริยาเพื่อใหเ้กิดผลิตภัณฑเ์ป็นควินอยด ์(Quinoid dye) ซึ่งไดจ้าก 4-อะมิโนแอนตี
ไพรีนในรูปออกซิไดส์ (Oxidized 4-AAP) ท าปฏิกิริยารวมตัวกับฟีนอล โดยควินอยด์เป็น
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สารละลายที่มีสีแดงและดดูกลืนคลื่นแสงไดท้ี่ความยาวคลื่น 505 nm ในเวลาต่อมา วิธีการนีไ้ดถู้ก
พฒันาซบัสเตรตที่ใชใ้นการเกิดปฏิกิรยิามาอย่างต่อเนื่อง ตวัอย่างเช่น งานวิจัยของ Holt และคณะ 
ที่ไดพ้ฒันาวิธีการใหดี้ขึน้โดยการใชก้รดวานิลลิก (Vanillic acid) แทนฟีนอล เพื่อลดความเป็นพิษ
ของรีเอเจนตแ์ละน าไปใชใ้นการตรวจสอบการท างานของเอนไซม ์Monoamine oxidase ได ้(Holt, 
Sharman, Baker, & Palcic, 1997) 

 

ภาพประกอบ 9 หลกัการตรวจวดั H2O2 โดยใช ้Peroxidase ในการเรง่ปฏิกิรยิา  
ซึ่งม ี4-AAP และ Phenol เป็นสารตัง้ตน้ 

ที่มา: Saito et al. (1987)  

นอกจากนี ้ยังมีงานวิจัยจ านวนมากที่ ได้พัฒนาวิธีตรวจวัดด้วยเทคนิค 
ไบโอเซ็นเซอรเ์พื่อน าไปใชป้ระโยชน ์เช่น การวิเคราะหห์าปริมาณของ H2O2 ที่เจือปนในตัวอย่าง
นมโดยใช้ Peroxidase เป็นวัสดุชีวภาพ โดย  Peroxidase จะเร่งปฏิกิริยาของ  H2O2 และ 
โอ-ไดอะนิซีดีน (O-dianisidine) ไดผ้ลิตภัณฑเ์ป็นสารโอ-ไดอะนิซีดีนที่อยู่ในรูปออกซิไดสซ์ึ่งเป็น
สารละลายสีน า้ตาล และเมื่ออยู่ในสภาวะที่พีเอชเป็นกรดจะให้สารละลายสีชมพู โดยสีชมพูที่
เกิดขึน้จะแปรผนัตรงกบัความเขม้ขน้ของ H2O2 ในตวัอย่าง (Benedito et al., 2003) การตรวจวดั
ห า ป ริ ม า ณ  H2O2 แ ล ะ ก ลู โค ส  โด ย ใ ช้  3,3,5,5-เต ต ร ะ เม ทิ ล เบ น ซิ ดี น  (3,3,5,5-
tetramethylbenzidine; TMB) เป็ นซับส เตรตและมี  Peroxidase เป็ นตั ว เร่งปฏิ กิ ริยา  เมื่ อ
เกิดปฏิกิริยาขึน้จะได้สารละลายสีฟ้า ซึ่งสามารถน าไปตรวจวัดค่าดูดกลืนแสงด้วย เทคนิค 
Spectrophotometry ที่ความยาวคลื่น 655 nm ได ้โดยวิธีการนีม้ีจดุเด่นคือมีความจ าเพาะเจาะจง
สูง และค่าดูดกลืนแสงที่ไดแ้ปรผันโดยตรงกับปริมาณ H2O2 (Wang, Zhou, Wu, Wang, & He, 
2015) 
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2.2.4.2 วิธีตรวจวัด H2O2 โดยใช้ เทคนิค Spectrophotometry ที่ ไม่ต้อง
อาศัย Peroxidase ในการเร่งปฏิกิริยา 

วิธีการตรวจวัด H2O2 โดยไบโอเซ็นเซอรด์ว้ยเทคนิค Spectrophotometry ที่
ไดก้ล่าวถึงไปแลว้ในหัวขอ้ขา้งตน้ยงัมีขอ้จ ากดัเนื่องจากตอ้งอาศัยเอนไซมซ์ึ่งมีราคาสูงเป็นตวัเร่ง
ปฏิกิริยา จึงมีงานวิจัยใหม่ ๆ ที่พัฒนาวิธีการตรวจวัดโดยอาศัยปฏิกิริยาการเปลี่ยนสีของ
สารละลาย โดยไม่ตอ้งอาศัย Peroxidase ในการเร่งปฏิกิริยาขึน้ งานวิจัยเหล่านีจ้ะใชป้ระโยชน์
จากสมบติัการเป็นตวัออกซิไดสท์ี่ดีของ H2O2 เพื่อท าปฏิกิริยา Oxidation กบัรีเอเจนตซ์ึ่งท าหนา้ที่
เป็นสารตั้งตน้ใหเ้กิดผลิตภัณฑ์เป็นสารในรูปออกซิไดสซ์ึ่งส่วนใหญ่เป็นสารประกอบที่มีสี และ
สามารถตรวจวัดค่าดูดกลืนแสงด้วยเทคนิค Spectrophotometry โดยตรงได้ เช่น การใช้กรด  
4-ไนโตรฟีนิลโบโรนิก (4-Nitrophenyl boronic acid) หรือ 4-ไนโตรฟีนิลโบโรนิกแอซิดพินาคอล
เอสเทอร์ (4-nitrophenyl boronic acid pinacol ester) เป็นตัวตรวจวัด โดยสารทั้งสองชนิด
สามารถถูก H2O2 ออกซิไดสใ์หเ้กิดเป็นผลิตภัณฑคื์อ 4-ไนโตรฟีนอล (4-nitrophenol) ซึ่งดูดกลืน
แสงไดท้ี่ความยาวคลื่น 400 nm ได ้โดยผลจากการศกึษาพบว่าวิธีการนีส้ามารถตรวจวดั H2O2 ได้
ในช่วงความเข้มข้น 1 – 40 µM โดยใช้ระยะเวลาในการตรวจวัดเพียง 2 นาที ภายใต้สภาวะที่
เหมาะสมคือ ค่าพีเอช (pH) เท่ากบั 11 และอณุหภูมิ 80 องศาเซลเซียส (Su et al., 2011) การใช้
วานาเดียมเพนทอกไซด์ (Vanadium pentoxide) ในกรดซัลฟิวริกเป็นรีเอเจนต์เพื่อหาปริมาณ 
H2O2 ในน ้าทิ ้งจากสารฟอกขาวที่ ใช้ในอุตสาหกรรมเยื่อกระดาษ ซึ่งสารประกอบเชิงซ้อน  
เพอรอกโซวานาเดต (peroxovanadate complex) ที่เกิดขึน้จากการถูกออกซิไดสด์ว้ย H2O2 มีสี
น า้ตาลแดง และสามารถดดูกลืนแสงไดท้ี่ความยาวคลื่น 454 nm วิธีการนีม้ีขอ้ดีเนื่องจากสามารถ
ท าได้ง่ายและมีความแม่นย าสูง เหมาะกับการน าไปใชป้ระโยชน์ในกระบวนการอุตสาหกรรม 
(Zhang et al., 2013) นอกจากนีย้งัมีการน าเทคนิคตรวจวดัดว้ยวิธี UV-visible spectroscopy ไป
พัฒนาเป็นวิธีการตรวจวัดไอระเหยของ H2O2 ดว้ยกระดาษที่เคลือบสารสกัด Anthocyanin จาก
กะหล ่าปลีม่วงโดยอาศัยผลจากปฏิกิริยาจาก H2O2 เข้าไปท าลายโครงสร้างทางเคมีของ 
Anthocyanin ส่งผลใหเ้กิดการเจือจางของสีซึ่งสามารถสงัเกตการเปลี่ยนแปลงของสีดว้ยตาเปล่า
ได ้(สกุญัญา เพชรศิรเิวทย ์et al., 2560) 

ทัง้นีง้านวิจัยที่พัฒนาวิธีการตรวจวัด H2O2 โดยอาศัยปฏิกิริยาการเปลี่ยนสี
ของสารละลายโดยที่ไม่ตอ้งใช ้Peroxidase ในการท าปฏิกิริยาควบคู่ที่ไดย้กตัวอย่างมาขา้งตน้ ก็
ยงัคงมีขอ้จ ากัดบางประการ ตวัอย่างเช่น การพัฒนาวิธีตรวจวดัโดยใชก้รด 4-ไนโตรฟีนิลโบโรนิก 
(4-Nitrophenyl boronic acid)  ห รื อ  4-ไน โต รพี นิ ล โบ โรนิ ก แ อ ซิ ด พิ น าค อ ล เอ ส เท อ ร ์ 
(4-Nitrophenyl boronic acid pinacol ester) เป็ น รี เอ เจนต์ยั งคงมี ช่ วงความ เป็น เส้นตรง 
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(Working range) ที่ ค่อนข้างแคบ คือ ใช้ตรวจวัด  H2O2 ได้ในช่วงความเข้มข้น 1.0 – 40 µM 
ในขณะที่วิธีการใชว้านาเดียมเพนทอกไซด ์(Vanadium pentoxide) ในกรดซลัฟิวริกเป็นรีเอเจนต์
ตอ้งใชก้รดซลัฟิวริกที่มีความเขม้ขน้ในระดบัที่อาจเป็นอนัตราย และวิธีการตรวจวดัไอระเหยของ 
H2O2 ด้วยกระดาษที่ เคลือบสารสกัด Anthocyanin ก็มีข้อจ ากัดคือต้องใช้ระยะเวลาในการ
ตรวจวดันานกว่า 30 นาที ทัง้ยงัไม่สามารถใชต้รวจวดั H2O2 ที่ระดบัความเขม้ขน้ต ่าได ้

3. เอกสารและงานวิจัยทีเ่กี่ยวข้องกับปฏิกิริยา Oxidation - Reduction ของเหล็ก 
เหล็ก(II) หรือเฟอรร์สัไอออน (Fe2+, Ferrous ion) เป็นแร่ธาตุที่ตอ้งการในปริมาณน้อย

แต่มีบทบาทส าคัญในการด ารงอยู่ของสิ่งมีชีวิตหลายชนิด Fe2+เป็นองค์ประกอบส าคัญของ
เอนไซม์บางชนิด  ฮี โม โกลบิ น  (hemoglobin) และไซโตโครม  (cytochrome) โดย  Fe2+ ใน
ฮีโมโกลบินท าหน้าที่ ส  าคัญ คือการขนส่ง  Oxygen ไปยังเนื ้อเยื่ อส่วนต่าง ๆ ของร่างกาย 
(Pubchem, 2004) นอกจากนีเ้หล็กยงัเป็นธาตทุี่พบทั่วไปในดินและหินในธรรมชาติ โดยเหล็กจะ
เปลี่ยนเป็นรูปของสารละลายในน า้ได้ หากน า้มีก๊าซคารบ์อนไดออกไซด์หรือมีสภาพเป็นกรด 
ไอออนของเหล็กในรูปเหล็ก(III) หรือ เฟอรร์ิคไอออน (Fe3+, Ferric ion) ซึ่งไม่ละลายในน า้จะถูก
รีดิวซเ์ป็นเฟอรร์สั (Fe2+) ละลายอยู่ในน า้ภายใตส้ภาพไรอ้ากาศ น า้ที่มีไอออนของเหล็กเจือปนอยู่
จะไม่เป็นอนัตรายต่อสขุภาพมากนกั แต่มกัเป็นสาเหตขุองสภาพที่ไม่พงึประสงคข์องน า้ เช่น ท าให้
น า้มีรสขม ท าให้น า้มีสีแดง น า้ตาลหรือด า หากใช้ซักลา้งท าใหเ้กิดรอยด่างบนเสือ้หรือมีคราบ
ตกคา้งบนสขุภณัฑแ์ละเครื่องใชต่้าง ๆ ได ้(กองวิเคราะหน์ า้บาดาล, 2561) 

Fe2+ มีบทบาทส าคัญอย่างมากในกระบวนการเฟนตันซึ่งเป็นกระบวนการที่ใชบ้  าบดัน า้
เสียที่เกิดจากห้องปฏิบัติการเคมีหรือโรงงานอุตสาหกรรม ซึ่งน า้เสียที่มาจากแหล่งเหล่านีม้ักมี
สารประกอบอินทรีย์จ านวนมาก เช่น เอทานอล  (ethanol) เฮกเซน (hexane) เมทิลีนคลอไรด ์
(methylenechloride) สารกลุ่มแอลกอฮอลแ์ละฟีนอล (alcohol and phenol) สารกลุ่มแอลดีไฮด์
และคีโตน (aldehyde and ketone) ตลอดจนสารกลุ่มเอมีน (amine) เป็นตน้  โดยกระบวนการ
เฟนตันเป็นกระบวนการ Oxidation ในสภาวะที่เป็นกรด ซึ่งประกอบดว้ย รีเอเจนตส์องชนิด คือ 
H2O2 และ Fe2+ โดย H2O2 จะกระตุน้ปฏิกิริยา Oxidation ของ Fe2+ ใหเ้ปลี่ยนเป็น Fe3+ พรอ้มทั้ง
สรา้งอนุมูลอิสระไฮดรอกซิล (Hydroxyl Radical; OH⚫) ขึน้ ซึ่งอนุมูลอิสระไฮดรอกซิลนีจ้ะเขา้ไป
เหนี่ยวน าท าใหเ้กิดปฏิกิรยิา Oxidation ของสารอินทรียช์นิดต่าง ๆ ในน า้ และจะเกิดการเหนี่ยวน า
ต่อไปเรื่อย ๆ ในลักษณะปฏิกิริยาลูกโซ่ ท าใหโ้มเลกุลของสารอินทรียท์ั้งหมดในน า้มีขนาดและ
ความเป็นพิษลดลง (สุชนม ์แกว้มาตย ์& บุญสรา้ง ดิเรกสถาพร, 2555) ซึ่งปฏิกิริยาที่เกิดขึน้ทั้ง
สองขัน้ตอนแสดงไดด้งัสมการ  
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ทั้งนี ้เนื่องจาก Fe2+ สามารถถูกออกซิไดส์ให้อยู่ในรูป Fe3+ และ Fe3+ ก็สามารถถูก 
รีดิวซก์ลบัใหอ้ยู่ในรูป Fe2+ ได ้ดงันัน้จึงมีการน าไอออนทัง้สองชนิดนีไ้ปใชป้ระโยชนใ์นการตรวจวดั
สารบางชนิดโดยใชก้ระบวนการ Oxidation - Reduction เช่น การทดสอบสมบติัในการเป็นตวัให้
อิเล็กตรอนของสารตัวอย่างแก่อนุมูลอิสระซึ่งมีไตรไพรีดิลไตรเอซีน (Tripyridyltriazine; TPTZ) 
เป็นรีเอเจนต ์ โดยอาศัยการวัดปฏิกิริยา Reduction ของ Fe3+-TPTZ ไปเป็น Fe2+-TPTZ ดว้ยวิธี 
FRAP (Ferric Reducing Ability of Plasma) โดย [Fe(III)(TPTZ)2]3+ เป็นไอออนเชิงซอ้นที่ไม่มีสี 
ในขณะที่ [Fe(II)(TPTZ)2]2+ มีสีน า้เงินและดูดกลืนคลื่นแสงไดท้ี่ความยาวคลื่น 593 nm (Benzie 
& Strain, 1996) ปฏิกิรยิาท่ีเกิดขึน้แสดงดงัภาพประกอบ 10 

 

ภาพประกอบ 10 ปฏิกิรยิาการเปลี่ยนแปลง [Fe(III)(TPTZ)2]3+ เป็น [Fe(II)(TPTZ)2]2+  

ที่มา: Li, Dai, and Shah (2017) 

นอกจากนี ้ไอออนของเหล็กยังได้ถูกน าไปประยุกต์ใช้ในงานวิจัยทางการแพทย ์
ตัวอย่างเช่น การน าเฟอรร์ัสซัลเฟต (Furrous Sulfate; FeSO4) ไปใช้วิเคราะห์หาปริมาณของ 
น อ ร์ ฟ ล อ ก ซ า ซิ น  (Norfloxacin; 1-ethyl-6-fluoro-1,4-dihydro-4-oxo-7-(1-piprazinyl)-3-
quinoline carboxylic acid) ซึ่งเป็นยาปฏิชีวนะชนิดหนึ่งซึ่งถูกใชอ้ย่างกวา้งขวางในการรกัษาการ
ติดเชือ้ในระบบทางเดินอาหาร ทางเดินปัสสาวะ และทางเดินหายใจ โดยผู้วิจัยได้พัฒนาวิธี
ตรวจวดันอรฟ์ลอกซาซินในเภสชัภณัฑโ์ดยวิธีสเปกโฟโตรเมตรกิอย่างง่าย โดยมีการเติม  H2O2 ลง
ไปเพื่อช่วยเพิ่มสญัญาณที่ตรวจวดัได ้ปฏิกิริยาระหว่างตวัอย่างยา เฟอรร์สัซลัเฟต และ H2O2 จะ
ใหส้ารประกอบที่มีสีเหลือง และสามารถดูดกลืนคลื่นแสงไดสู้งสดุที่ความยาวคลื่น 440 nm (สีใส 
ปารมี & วิรชั เรืองศรีตระกลู, 2555)  
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4. ประเด็นของงานวิจัยที่พัฒนา 
จากการทบทวนวรรณกรรม และศึกษางานวิจัยที่เก่ียวข้องขา้งตน้ ผูว้ิจัยจึงสนใจที่จะ

พฒันาวิธีการตรวจวดัแอคติวีตีของเอนไซมใ์นกลุม่ Amine oxidase โดยไม่ตอ้งอาศยั Peroxidase 
ในการท าปฏิ กิ ริยาควบคู่  และใช้ไอออนของเหล็ ก เป็นรี เอ เจนต์  เพื่ อ ให้การตรวจวัด  
แอคติวีตีของเอนไซม์สามารถท าได้สะดวกขึน้ และช่วยลดค่าใช้จ่ายลงได้จากการไม่ต้องใช ้
Peroxidase ซึ่งมีราคาสูง ทั้งนีผู้ว้ิจัยจะท าการพัฒนาวิธีตรวจวัดแอคติวีตีของ  Amine oxidase 
โดยใช้ Diamine oxidase เป็นตัวแทนของเอนไซม์ในกลุ่มนี ้ และติดตามปริมาณผลิตภัณฑ์ที่
เพิ่มขึน้จากการเรง่ปฏิกิรยิา คือ H2O2 

วิธีการตรวจวัด H2O2 หลายวิธี เช่น วิธีการตรวจวัดโดยใช้เทคนิคเคมีไฟฟ้า วิธีการ
ตรวจวดัดว้ยโครมาโทกราฟีของเหลวแบบสมรรถนะสงู (HPLC) วิธีตรวจวดัดว้ยเทคนิคฟลูออเรส
เซนซ ์(Fluorescence) และเคมิลมูิเนสเซนซ ์(Chemiluminescence) ต่างก็มีขอ้จ ากดัที่คลา้ยคลึง
กนั กลา่วคือ ตอ้งใชเ้ครื่องมือขัน้สงูที่มีราคาแพง และตอ้งอาศยัผูเ้ชี่ยวชาญในการวิเคราะห ์ผูว้ิจยั
จึงมีขอ้สังเกตว่าการวิเคราะหห์าปริมาณ  H2O2 ดว้ยเทคนิค Spectrophotometry เป็นวิธีการที่มี
ความน่าสนใจ เนื่องจากใช้อุปกรณ์ที่มีราคาไม่สูง ท าได้ง่ายโดยไม่ตอ้งอาศัยผูเ้ชี่ยวชาญ และ
สะดวกกว่าวิธีอ่ืน ๆ นอกจากนีย้งัสามารถเลือกชนิดของรีเอเจนตท์ี่น ามาใชต้รวจวดัไดห้ลากหลาย  

ดงันัน้ในงานวิจยันี ้ผูว้ิจัยจึงมีความประสงคท์ี่จะพัฒนาวิธีตรวจวดัแอคติวีตีของ Amine 
oxidase ด้วยเทคนิค Spectrophotometry ที่ ไม่ต้องอาศัย Peroxidase ในการเข้าท าปฏิกิริยา
ควบคู่  โด ยจะน าปฏิ กิ ริย า  Oxidation ของ  Fe2+ ม าใช้ ร่วม กับ รี เอ เจนต์ส องชนิ ด  คื อ  
นอรฟ์ลอกซาซิน (Norfloxacin) และไตรไพรีดิลไตรเอซีน (TPTZ) เพื่อติดตามปรมิาณของ H2O2 ซึ่ง
เป็นผลิตภัณฑท์ี่ไดจ้ากการเร่งปฏิกิริยาของเอนไซม ์โดยปฏิกิริยาเคมีที่เกิดขึน้เป็นดังสมการเคมี
ต่อไปนี ้

 

โดยวิธีตรวจวัดที่ผูว้ิจัยไดพ้ัฒนาขึน้ใหม่ทัง้สองวิธีสามารถแบ่งไดเ้ป็นสองขัน้ตอน โดย
ขัน้ตอนแรกของทั้งสองวิธีเป็นปฏิกิริยา Oxidation ของ Fe2+ ดว้ย H2O2 เกิดผลิตภัณฑเ์ป็น Fe3+ 
ไฮดรอกไซด์ไอออน และอนุมูลอิสระไฮดรอกซิล ดังแสดงในสมการที่ (1) จากนั้นผู้วิจัยจึงน า
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ปฏิกิริยานีม้าประยุกต์ใช้กับรีเอเจนต์แต่ละชนิดเพื่อให้เกิดสารที่มีสีและสามารถตรวจวัดด้วย  
เทคนิค Spectrophotometry ได้ โดยในวิธีที่พัฒนาขึน้ วิธีที่  1 ผู้วิจัยได้ใช้นอรฟ์ลอกซาซินเป็น 
รีเอเจนต ์โดยนอรฟ์ลอกซาซินจะท าปฏิกิริยาเกิดเป็นสารประกอบเชิงซอ้นกบั Fe3+ เป็นสารละลาย
สีเหลืองที่สามารถตรวจวดัค่าดดูกลืนแสงได ้ดังนัน้ในปฏิกิริยานีจ้ึงเป็นการตรวจวดัปริมาณ Fe3+ 
ที่เกิดขึน้จากปฏิกิริยา Oxidation ของ Fe2+ เมื่อพิจารณาตามความสมัพันธ์นีจ้ะไดว้่าค่าดูดกลืน
แสงที่ตรวจวัดได้จะแปรผันตรงตามปริมาณ  H2O2 ในขณะที่วิธีที่พัฒนาขึน้ วิธีที่ 2 ผู้วิจัยได้ใช ้
TPTZ เป็นรี เอเจนต์ ซึ่ ง  TPTZ สามารถเกิดไอออนเชิ งซ้อนได้ทั้ งกับ  Fe2+ และ Fe3+ โดย 
[Fe(II)(TPTZ)2]2+ เป็นไอออนเชิงซอ้นที่มีสีน า้เงิน แต่ [Fe(III)(TPTZ)2]3+ เป็นไอออนเชิงซอ้นที่ไม่มี
สี ดังนั้นในปฏิกิริยานีจ้ึงเป็นการตรวจวัดปริมาณ Fe2+ ที่เหลืออยู่จากปฏิกิริยา Oxidation เมื่อ
พิจารณาตามความสมัพนัธน์ีจ้ะไดว้่าค่าดดูกลืนแสงที่ตรวจวดัไดจ้ะแปรผกผนักบัปรมิาณ H2O2 

ทั้งนี ้โดยผู้วิจัยคาดหวังว่าจะวิธีการตรวจวัดแอคติวีตีของเอนไซม์ในกลุ่ม  Amine 
oxidase ที่พัฒนาขึน้นีจ้ะช่วยลดขอ้จ ากัด ลดงบประมาณ และมีประสิทธิภาพในการตรวจวดัได้
ใกลเ้คียงกบัวิธีการมาตรฐานที่มีมาก่อนอยู่แลว้ไดเ้ป็นอย่างดี  
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บทที ่3 

วิธีด าเนินการวิจัย 

ในการวิจัยครัง้นี ้ผูว้ิจัยไดพ้ัฒนาวิธีตรวจหาแอคติวีตีของ Amine oxidase ดว้ยเทคนิค 
Spectrophotometry โดยการใช ้Fe2+ รว่มกบันอรฟ์ลอกซาซิน และ TPTZ เป็นรีเอเจนต ์โดยผูว้ิจยั
มีวิธีด าเนินการวิจยัดงัขัน้ตอนต่อไปนี ้

1. การพัฒนาวิธีตรวจวัด H2O2 ด้วยเทคนิค Spectrophotometry โดยใช ้Fe2+ ร่วมกับ 
นอรฟ์ลอกซาซินเป็นรีเอเจนต ์

2. การพัฒนาวิธีตรวจวัด H2O2 ด้วยเทคนิค Spectrophotometry โดยใช ้Fe2+ ร่วมกับ 
TPTZ เป็นรีเอเจนต ์

3. การศกึษาวิธีตรวจวดั H2O2 ดว้ยเทคนิค Spectrophotometry โดยใชว้ิธีมาตรฐานซึ่งมี 
4-AAP และ Phenol เป็นรีเอเจนตท์ี่ท างานรว่มกบั Peroxidase 

4. การน าวิธีตรวจวดั H2O2 เทคนิค Spectrophotometry ที่ไดพ้ฒันาขึน้ไปประยุกตใ์ชใ้น
การศกึษาแอคติวีตีของ Diamine oxidase 

1. อุปกรณแ์ละสารเคมีที่ใช้ในการวิจัย 
1.1 อุปกรณแ์ละเคร่ืองมือ 

1) Micropipette  
2) Pipette Tip ขนาด 10, 200 และ 1000 µL 
3) Microcentrifuge tube ขนาด 1.5 mL 
4) Microplate 96-well  
5) Quartz Cuvette  
6) เครื่อง Spectrophotometer แบบ Double-beam  
7) เครื่อง Spectrophotometer รุน่ UV-1200 
8) เครื่อง Dry Bath Incubator รุน่ Benchmark TM BSH200 
9) เครื่อง Shaking Incubator รุน่ ZHWY-100H 
10) เครื่อง pH meter รุน่ Suntex SP-2100 
11) เครื่อง Whale Micro-Centrifuge รุน่ PC-200 
12) เครื่อง Vortex-2 genie 
13) เครื่องชั่งอย่างละเอียด 4 ต าแหน่ง  
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1.2 สารเคมี 
1) Acetic acid (99.7%, CH3COOH) จากบรษิัท Sigma-Aldrich  
2) 4-AAP (4-Aminoantipyrine) จากบรษิัท TCI 
3) Diamine Oxidase จากบรษิัท Sigma-Aldrich 
4) Ferric Chloride (FeCl3) จากบรษิัท Carlo Erba 
5) Ferrous Sulphate (FeSO4·7H2O) จากบรษิัท SD Fine-Chem 
6) Histamine Dihydrochloride (C9H5N3·2HCl) จากบรษิัท TCI 
7) 30% (w/w) Hydrogen Peroxide (H2O2) จากบรษิัท Carlo Erba 
8) Nitric acid (HNO3) จากบรษิัท J.T. Baker 
9) Norfloxacin จากบรษิัท TCI 
10) Peroxidase จากบรษิัท TCI 
11) Phenol จากบรษิัท Sigma-Aldrich 
12) Sodium Hydroxide (98.5%, NaOH) จากบรษิัท Sigma-Aldrich 
13) Sodium Phosphate buffer ซึ่งเตรียมจาก Disodium hydrogen phosphate 

(Na2HPO4) และ Sodium dihydrogen phosphate (NaH2PO4) จากบรษิัท KEMAUS 
14) TPTZ (2,4,6-Tri(2-pyridyl)-1,3,5-triazine) จากบรษิัท TCI 

2. วิธีการทดลอง 
2.1 การพัฒนาวิธีตรวจวัด H2O2 ด้วยเทคนิค Spectrophotometry โดยใช้ Fe2+ 

ร่วมกับนอรฟ์ลอกซาซินเป็นรีเอเจนต ์
ในการทดลองส่วนนี ้ ผู ้วิจัยได้ใช้ 50.0 mM CH3COOH เป็นตัวท าละลายของ 

นอรฟ์ลอกซาซิน ใช ้50.0 mM HNO3 เป็นตวัท าละลายของ Fe2+ ซึ่งเตรียมจาก FeSO4·7H2O และ 
Fe3+ ซึ่งเตรียมจาก FeCl3  โดยมีขัน้ตอนการทดลองดงัต่อไปนี ้

2.1.1 การหาสเปกตรัมในการดูดกลืนแสงของสาร 
1) เตรียมสารตวัอย่าง ไดแ้ก่ Fe2+ Fe3+ นอรฟ์ลอกซาซิน และ H2O2 แลว้ผสมสาร

ต่าง ๆ เข้าด้วยกัน ทั้งหมด  7 กลุ่มการทดลอง ดังแสดงในตาราง 1 โดยผสม Fe2+หรือ Fe3+  
นอรฟ์ลอกซาซินและ H2O2 ในอตัราสว่น 1:1:1 (ปรมิาตรต่อปรมิาตร)  
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ตาราง 1 กลุม่การทดลองเพื่อใชใ้นการหาสเปกตรมัในการดดูกลืนแสงของ Fe2+ Fe3+ และ 
นอรฟ์ลอกซาซิน โดยผสมสารต่าง ๆ เขา้ดว้ยกนั 

กลุ่มการทดลองที่ องคป์ระกอบของสารตัวอย่าง 

1 1.00 mM Fe2+ 

2 1.00 mM Fe2+ + 2.00 mM H2O2 

3 1.00 mM Fe2+ + 2.00 mM นอรฟ์ลอกซาซิน 

4 1.00 mM Fe2+ + 2.00 mM H2O2 + 2.00 mM นอรฟ์ลอกซาซิน 

5 1.00 mM Fe3+ 

6 1.00 mM Fe3+ + 2.00 mM นอรฟ์ลอกซาซิน 

7 2.00 mM นอรฟ์ลอกซาซิน 

 
2) บ่มสารละลายแต่ละกลุม่การทดลองที่อณุหภมูิหอ้งเป็นเวลา 5 นาท ี 
3) เจือจางสารละลายในแต่ละหลอดลงสองเท่าดว้ยน า้กลั่น แลว้จึงน าไปวดัค่า

ดดูกลืนแสงในช่วงความยาวคลื่น 300 – 800 nm 
2.1.2 การหาล าดับทีเ่หมาะสมในการท าปฏิกิริยาของรีเอเจนต ์

1) เต รี ย ม ส ารล ะล าย  1.35 mM H2O2, ส ารล ะล าย  2.25 mM Fe2+ แล ะ
สารละลาย 4.50 mM นอรฟ์ลอกซาซิน 

2) น าสารละลายทัง้ 3 ชนิดมาปรมิาตรอย่างละ 1.00 mL ผสมเขา้ดว้ยกนั โดยมี
ล าดับการผสมทั้งหมด 2 ขั้นตอน ดังแสดงในตาราง 2 ซึ่งหลังจากผสมสารในขั้นตอนที่  1 เข้า
ดว้ยกนั และบ่มปฏิกิรยิาที่อณุหภูมิหอ้งเป็นเวลา 5 นาทีแลว้ จึงน าสารผสมในขัน้ตอนที่ 1 มาเติม
สารในขัน้ตอนที่ 2 ลงไป จากนัน้บ่มปฏิกิรยิาท่ีอณุหภมูิหอ้งต่อเป็นเวลา 5 นาที  

3) น าสารผสมทั้งหมดไปวัดค่าดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 440 nm โดยใช้
สารละลายผสมระหว่างสารละลาย 2.25 mM Fe3+ กบัสารละลาย 4.50 mM นอรฟ์ลอกซาซินเป็น
ตวัควบคมุเชิงบวก  

4) ท าการทดลองซ า้ทัง้หมด 3 ครัง้ 
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ตาราง 2 กลุม่การทดลองที่ผสมสารละลาย 1.35 mM H2O2 สารละลาย 2.25 mM Fe2+และ
สารละลาย 4.50 mM นอรฟ์ลอกซาซินเขา้ดว้ยกนั โดยมีล าดบัการผสมทัง้หมด 2 ขัน้ตอน 

กลุ่มการ
ทดลองที่ 

สารทีผ่สมเข้าด้วยกันในขั้นตอนที ่1 สารทีเ่ติมเพ่ิมเข้าไปในขั้นตอนที ่2 

1 Fe2+และนอรฟ์ลอกซาซิน H2O2 

2 นอรฟ์ลอกซาซิน และ H2O2 Fe2+ 

3 Fe2+ และ H2O2 นอรฟ์ลอกซาซิน 

 
2.1.3 การหาความเข้มข้นของ Fe2+ และนอรฟ์ลอกซาซินที่เหมาะสมในการ

ท าปฏิกิริยา 
การหาความเข้มข้นของ Fe2+ ทีเ่หมาะสมในการท าปฏิกิริยา 

1) น าสารละลาย 0.225 mM H2O2 ปริมาตร  1.00 mL มาเติมสารละลาย 
Fe2+ ปริมาตร 1.00 mL ที่ความเขม้ขน้ต่าง ๆ ไดแ้ก่ 0.14, 0.28, 0.56, 1.13, 2.25 และ 3.38 mM 
ตามล าดบั บ่มปฏิกิรยิาท่ีอณุหภมูิหอ้งเป็นเวลา 5 นาท ี 

2) เติมสารละลาย 4.50 mM นอรฟ์ลอกซาซิน ปริมาตร  1.00 mL และท า
ปฏิกิรยิาต่อที่อณุหภมูิหอ้งเป็นเวลา 5 นาที  

3) วดัค่าดดูกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 440 nm 
4) ท าการทดลองซ า้ทัง้หมด 3 ครัง้ 

การหาความเข้มข้นของนอรฟ์ลอกซาซินทีเ่หมาะสมในการท าปฏิกิริยา 
1) น าสารละลาย 0.225 mM H2O2 ปริมาตร  1.00 mL มาเติมสารละลาย 

2.25 mM Fe2+ ปรมิาตร 1.00 mL ลงไป จากนัน้บ่มปฏิกิรยิาท่ีอณุหภมูิหอ้งเป็นเวลา 5 นาท ี 
2) เติมสารละลายนอรฟ์ลอกซาซิน ปริมาตร  1.00 mL ที่ความเขม้ขน้ต่าง ๆ 

ไดแ้ก่ 0.14, 0.28, 0.56, 1.13, 2.25 และ 3.38 mM ตามล าดบั และท าปฏิกิริยาต่อที่อณุหภูมิหอ้ง
เป็นเวลา 5 นาที  

3) วดัค่าดดูกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 440 nm 
4) ท าการทดลองซ า้ทัง้หมด 3 ครัง้ 
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2.1.4 การหาเวลาในการท าปฏิกิริยาที่เหมาะสมระหว่าง H2O2 Fe2+ และ 
นอรฟ์ลอกซาซิน 

การหาเวลาในการท าปฏิกิริยาทีเ่หมาะสมระหว่าง H2O2 และ Fe2+ 
1) น าสารละลาย 0.225 mM H2O2 ปริมาตร  1.00 mL มาเติมสารละลาย 

2.25 mM Fe2+ ปริมาตร 1.00 mL ลงไป จากนัน้บ่มปฏิกิริยาที่อุณหภูมิหอ้งเป็นเวลา 3, 5 และ 10 
นาที  

2) เติมสารละลาย 4.00 mM นอรฟ์ลอกซาซิน ปริมาตร  1.00 mL และท า
ปฏิกิรยิาต่อที่อณุหภมูิหอ้งเป็นเวลา 5 นาที  

3) วดัค่าดดูกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 440 nm 
4) ท าการทดลองซ า้ทัง้หมด 3 ครัง้  

การหาเวลาในการท าปฏิกิ ริยาที่ เหมาะสมระหว่าง H2O2 Fe2+ และ 
นอรฟ์ลอกซาซิน 

1) น าสารละลาย 0.225 mM H2O2 ปริมาตร  1.00 mL มาเติมสารละลาย 
2.25 mM Fe2+ ปรมิาตร 1.00 mL ลงไปจากนัน้บ่มปฏิกิรยิาท่ีอณุหภมูิหอ้งเป็นเวลา 5 นาที  

2) เติมสารละลาย 4.00 mM นอรฟ์ลอกซาซิน ปริมาตร  1.00 mL และท า
ปฏิกิรยิาต่อที่อณุหภมูิหอ้งเป็นเวลา 3, 5 และ 10 นาที  

3) วดัค่าดดูกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 440 nm 
4) ท าการทดลองซ า้ทัง้หมด 3 ครัง้ 

2.1.5 การตรวจวัดปริมาณ H2O2 โดยใช้ Fe2+ ร่วมกับนอรฟ์ลอกซาซิน รวมทั้ง
การหาคุณลักษณะของระบบวิเคราะหท์ีพั่ฒนาขึน้ 

1) น า H2O2 ที่ความเขม้ขน้ต่าง ๆ ไดแ้ก่ 6.25, 12.5, 25.0, 50.0, 100, 200, 300, 
400 และ 500 µM ตามล าดบั ปริมาตร 1.00 mL มาเติมสารละลาย 2.25 mM Fe2+ ปริมาตร 1.00 
mL ลงไป จากนัน้บ่มปฏิกิรยิาท่ีอณุหภมูิหอ้งเป็นเวลา 5 นาที  

2) เติมสารละลาย 4.00 mM นอรฟ์ลอกซาซิน ปรมิาตร 1.00 mL เพื่อท าปฏิกิรยิา
ต่อที่อณุหภมูิหอ้งเป็นเวลา 3 นาที  

3) วดัค่าดดูกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 440 nm 
4) น าข้อมูลที่ ได้ไปค านวณหาคุณลักษณะของระบบ ได้แก่ ช่วงความเป็น

เส้นตรงหรือช่วงการใช้งาน (Working range) ขีดจ ากัดในการตรวจพบ (Limit of Detection; 
LOD) ขีดจ ากัดในการตรวจวัดเชิงปริมาณ (Limit of Quantification; LOQ) และความเที่ยง 
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(Precision) ของวิธีตรวจวดั แสดงในรูปความสามารถในการทวนซ า้ (Repeatability) โดยรายงาน
เป็นรอ้ยละสว่นเบี่ยงเบนมาตรฐานสมัพทัธ ์(%RSD)  

2.2 การพัฒนาวิธีตรวจวัด H2O2 ด้วยเทคนิค Spectrophotometry โดยใช้ Fe2+ 
ร่วมกับ TPTZ เป็นรีเอเจนต ์

ในการทดลองส่วนนี ้ผูว้ิจัยใช ้50.0 mMHNO3 เป็นตัวท าละลายของ Tripyridyltriazine 
(TPTZ), Fe2+ ซึ่งเตรียมจาก FeSO4·7H2O และ Fe3+ ซึ่งเตรียมจาก  FeCl3  โดยมีขั้นตอนการ
ทดลองดงัต่อไปนี ้

2.2.1 การหาสเปกตรัมในการดูดกลืนแสงของสาร 
1) เตรียมสารตวัอย่าง ไดแ้ก่ Fe2+ Fe3+ TPTZ และ H2O2 แลว้ผสมสารต่าง ๆ เขา้

ดว้ยกัน ทั้งหมด 7 กลุ่มการทดลอง ดังแสดงในตาราง 3 โดยผสมอัตราส่วนของ Fe2+หรือ Fe3+ 
TPTZ และ H2O2 ในอตัราสว่น 1:1:1 (ปรมิาตรต่อปรมิาตร)  

ตาราง 3 กลุม่การทดลองเพื่อใชใ้นการหาสเปกตรมัในการดดูกลืนแสงของ Fe2+ Fe3+ และ 
TPTZ โดยผสมสารต่าง ๆ เขา้ดว้ยกนั 

กลุ่มการทดลองที่ องคป์ระกอบของสารตัวอย่าง 

1 0.10 mM Fe2+ 

2 0.10 mM Fe2+ + 1.00 mM H2O2 

3 0.10 mM Fe2+ + 1.00 mM TPTZ 

4 0.10 mM Fe2+ + 1.00 mM H2O2 + 2.00 mM TPTZ 

5 0.10 mM Fe3+ 

6 0.10 mM Fe3+ + 1.00 mM TPTZ 

7 1.00 mM TPTZ 

 
2) บ่มสารละลายแต่ละกลุม่การทดลองที่อณุหภมูิหอ้งเป็นเวลา 5 นาท ี 
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3) เจือจางสารละลายลงสามเท่าด้วยน ้ากลั่น แล้วจึงน าไปวัดค่าดูดกลืนแสง
ในช่วงความยาวคลื่น 300 – 800 nm 
 

2.2.2 การหาล าดับทีเ่หมาะสมในการท าปฏิกิริยาของรีเอเจนต ์
1) เต รี ย ม ส ารล ะล าย  0.10 mM H2O2, ส ารล ะล าย  0.10 mM Fe2+ แล ะ

สารละลาย 1.00 mM TPTZ 
2) น าสารละลายทัง้ 3 ชนิดมาปรมิาตรอย่างละ 1.00 mL ผสมเขา้ดว้ยกนั โดยมี

ล าดับการผสมทั้งหมด 2 ขั้นตอน ดังแสดงในตาราง 4 ซึ่งหลังจากผสมสารในขั้นตอนที่  1 เข้า
ดว้ยกนั และบ่มปฏิกิรยิาที่อณุหภูมิหอ้งเป็นเวลา 5 นาทีแลว้ จึงน าสารผสมในขัน้ตอนที่ 1 มาเติม
สารในขัน้ตอนที่ 2 ลงไป จากนัน้บ่มปฏิกิรยิาท่ีอณุหภมูิหอ้งเป็นเวลา 5 นาที  

3) น าสารผสมทั้งหมดไปวัดค่าดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 nm โดยใช้
สารละลายผสมระหว่างสารละลาย  0.10 mM Fe2+ กับสารละลาย 1.00 mM TPTZ เป็น 
ตวัควบคมุเชิงลบ  

4) ท าการทดลองซ า้ทัง้หมด 3 ครัง้ 

ตาราง 4 กลุม่การทดลองที่ผสมสารละลาย 0.10 mM H2O2 สารละลาย 0.10 mM Fe2+ และ
สารละลาย 1.00 mM TPTZ เขา้ดว้ยกนั โดยมีล  าดบัการผสมทัง้หมด 2 ขัน้ตอน 

กลุ่มการ
ทดลองที่ 

สารทีผ่สมเข้าด้วยกัน 
ในขั้นตอนที ่1 

สารทีเ่ติมเพ่ิมเข้าไป 
ในขั้นตอนที ่2 

1 Fe2+และ TPTZ H2O2 

2 TPTZ และ H2O2 Fe2+ 

3 Fe2+ และ H2O2 TPTZ 
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2.2.3 การหาความเข้มข้นของ Fe2+ และTPTZ ทีเ่หมาะสมในการท าปฏิกิริยา 
การหาความเข้มข้นของ Fe2+ ทีเ่หมาะสมในการท าปฏิกิริยา 

1) น าสารละลาย 0.225 mM H2O2 ปริมาตร  1.00 mL มาเติมสารละลาย 
Fe2+ ปริมาตร  1.00 mL ที่ความเข้มข้นต่าง ๆ ได้แก่ 0.13, 0.25, 0.50, 0.75, 1.00, 1.25, 1.50, 
1.75, 2.00, 3.00 และ 4.00 mM ตามล าดบั บ่มปฏิกิรยิาท่ีอณุหภมูิหอ้งเป็นเวลา 5 นาท ี  

2) เติมสารละลาย 1.00 mM TPTZ ปริมาตร 1.00 mL และท าปฏิกิริยาต่อที่
อณุหภมูิหอ้งเป็นเวลา 5 นาที  

3) วดัค่าดดูกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 nm 
4) ท าการทดลองซ า้ทัง้หมด 3 ครัง้ 

การหาความเข้มข้นของ TPTZ ทีเ่หมาะสมในการท าปฏิกิริยา 
1) น าสารละลาย 0.225 mM H2O2 ปริมาตร  1.00 mL มาเติมสารละลาย 

0.50 mM Fe2+ ปรมิาตร 1.00 mL ลงไป จากนัน้บ่มปฏิกิรยิาท่ีอณุหภมูิหอ้งเป็นเวลา 5 นาท ี 
2) เติมสารละลาย TPTZ ปรมิาตร 1.00 mL ที่ความเขม้ขน้ต่าง ๆ ไดแ้ก่ 0.13, 

0.25, 0.50, 0.75, 1.00, 1.50, 2.00, 2.50 และ  3.00 mM ตามล าดับ  และท าปฏิกิ ริยาต่อที่
อณุหภมูิหอ้งเป็นเวลา 5 นาที  

3) วดัค่าดดูกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 nm 
4) ท าการทดลองซ า้ทัง้หมด 3 ครัง้ 

2.2.4 การหาเวลาในการท าปฏิกิริยาทีเ่หมาะสมระหว่าง H2O2 Fe2+ และ TPTZ 
การหาเวลาในการท าปฏิกิริยาทีเ่หมาะสมระหว่าง H2O2 และ Fe2+ 

1) น าสารละลาย 0.225 mM H2O2 ปริมาตร  1.00 mL มาเติมสารละลาย 
0.50 mM Fe2+ ปริมาตร 1.00 mL ลงไป จากนัน้บ่มปฏิกิริยาที่อุณหภูมิหอ้งเป็นเวลา 3, 5, 10, 15 
และ 20 นาที  

2) เติมสารละลาย 2.00 mM TPTZ ปริมาตร 1.00 mL และท าปฏิกิริยาต่อที่
อณุหภมูิหอ้งเป็นเวลา 5 นาที  

3) วดัค่าดดูกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 nm 
4) ท าการทดลองซ า้ทัง้หมด 3 ครัง้  

การหาเวลาในการท าปฏิกิริยาทีเ่หมาะสมระหว่าง H2O2 Fe2+ และ TPTZ 
1) น าสารละลาย 0.225 mM H2O2 ปริมาตร  1.00 mL มาเติมสารละลาย 

0.50 mM Fe2+ ปรมิาตร 1.00 mL ลงไปจากนัน้บ่มปฏิกิรยิาท่ีอณุหภมูิหอ้งเป็นเวลา 10 นาที  
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2) เติมสารละลาย 2.00 mM TPTZ ปริมาตร 1.00 mL และท าปฏิกิริยาต่อที่
อณุหภมูิหอ้งเป็นเวลา 3, 5, 10, 15 และ 20 นาท ี

3) วดัค่าดดูกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 nm 
4) ท าการทดลองซ า้ทัง้หมด 3 ครัง้ 

2.2.5 การตรวจวัดปริมาณ H2O2 โดยใช้ Fe2+ ร่วมกับ TPTZ รวมทั้งการหา
คุณลักษณะของระบบวิเคราะหท์ีพั่ฒนาขึน้ 

1) น า H2O2 ที่ความเขม้ขน้ต่าง ๆ ไดแ้ก่ 10.0, 25.0, 50.0, 75.0, 100, 125, 
150, 175, 200, 225, 250, 275 และ 300 µM ตามล าดับ ปริมาตร 1.00 mL มาเติมสารละลาย 
0.50 mM Fe2+ ปรมิาตร 1.00 mL ลงไป จากนัน้บ่มปฏิกิรยิาท่ีอณุหภมูิหอ้งเป็นเวลา 10 นาที  

2) เติมสารละลาย 2.00 mM TPTZ ปริมาตร 1.00 mL เพื่อท าปฏิกิริยาต่อที่
อณุหภมูิหอ้งเป็นเวลา 3 นาที  

3) เจือจางสารละลายลง 3 เท่าด้วยน ้ากลั่ น เพื่ อให้สีของสารละลาย
เหมาะสมต่อการวดัค่าดดูกลืนแสง 

4) วดัค่าดดูกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 nm 
5) น าข้อมูลที่ ได้ไปค านวณหาคุณลักษณะของระบบ ได้แก่ ช่วงความเป็น

เส้นตรงหรือช่วงการใช้งาน (Working range) ขีดจ ากัดในการตรวจพบ (Limit of Detection; 
LOD) ขีดจ ากัดในการตรวจวัดเชิงปริมาณ (Limit of Quantification; LOQ) และความเที่ยง 
(Precision) ของวิธีตรวจวดั แสดงในรูปความสามารถในการทวนซ า้ (Repeatability) โดยรายงาน
เป็นรอ้ยละสว่นเบี่ยงเบนมาตรฐานสมัพทัธ ์(%RSD)  

2.3 การศึกษาวิธีตรวจวัด H2O2 ด้วยเทคนิค Spectrophotometry โดยใช้วิธี
มาตรฐานซึ่งมี 4-AAP และ Phenol เป็นรีเอเจนตท์ี่ท างานร่วมกับ Peroxidase 

ในการศึกษาวิธีตรวจวดัปริมาณ H2O2 โดยใชว้ิธีมาตรฐานซึ่งมี 4-AAP และ Phenol 
เป็นรีเอเจนตท์ี่ท างานร่วมกบั Peroxidase ผูว้ิจยัไดท้ดลองหาคณุลกัษณะของระบบโดยไดอ้า้งอิง
วิธีการตามแนวทางในงานวิจัยของ Sharp (1972) และ Saito et al. (1987) โดยมีขั้นตอนการ
ทดลองดงัต่อไปนี ้

1) เตรียมสารละลายที่ท าให้เกิดสี (chromogen) โดยชั่ ง Peroxidase 0.5 mg 
(2.5 Unit) 4-AAP 10.0 mg และ Phenol 9.4 mg ละลายดว้ย 100 mM โซเดียมฟอสเฟตบฟัเฟอร ์
pH 7.4 โดยปรบัใหม้ีปรมิาตรสดุทา้ยเท่ากบั 250 mL และเก็บสารละลายนีไ้วท้ี่ 4 องศาเซลเซียส 

2) น า H2O2 ที่ความเข้มข้นต่าง  ๆ ได้แก่ 5, 10, 25, 50, 100, 250, 500, 750, 
1000, 1250, 1500, 1750, 2000, 2250 และ 2500 µM ตามล าดับ  ปริมาตร  1.00 mL มาเติม
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สารละลายที่ท าใหเ้กิดสี (chromogen) ปริมาตร 3.00 mL ลงไป จากนัน้บ่มปฏิกิรยิาที่อณุหภูมิ 37 
องศาเซลเซียสเป็นเวลา 10 นาที  

3) วดัค่าดดูกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 515 nm 
4) น าข้อมูลที่ ได้ไปค านวณหาคุณลักษณะของระบบ ได้แก่ ช่วงความเป็น

เส้นตรงหรือช่วงการใช้งาน (Working range) ขีดจ ากัดในการตรวจพบ (Limit of Detection; 
LOD) ขีดจ ากัดในการตรวจวัดเชิงปริมาณ (Limit of Quantification; LOQ) และความเที่ยง 
(Precision) ของวิธีตรวจวดั แสดงในรูปความสามารถในการทวนซ า้ (Repeatability) โดยรายงาน
เป็นรอ้ยละสว่นเบี่ยงเบนมาตรฐานสมัพทัธ ์(%RSD)  

2.4 การน าวิธีตรวจวัด H2O2 ด้วยเทคนิค Spectrophotometry ทีไ่ด้พัฒนาขึน้ไป
ประยุกตใ์ช้ในการศึกษาแอคติวีตีของเอนไซม ์Diamine oxidase 

2.4.1 การหาช่วงความเร็วเร่ิมต้นที่เหมาะสมของปฏิกิริยาที่มีเอนไซม์เป็น
ตัวเร่ง 

1) เตรียม Diamine oxidase เขม้ขน้ 2 mg/mL (0.1 Unit) โดยเก็บไวท้ี่อุณหภูมิ 
0 องศาเซลเซียสตลอดเวลา  

2) ปิ เปต Diamine oxidase ป ริมาตร 200 µL ลงในสารละลายฮีสตามี น 
(Histamine) เข้มข้น 0.2 mM ปริมาตร 200 µL ผสมให้เข้ากันใน Microcentrifuge tube ขนาด 
1.5 mL จ านวน 10 หลอด โดยเติมเอนไซมเ์ป็นล าดบัสดุทา้ย ทัง้นีเ้นื่องจากการเติมเอนไซมถื์อเป็น
การเริ่มตน้ปฏิกิรยิา 

3) น าสารละลายแต่ละหลอดไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา  
0, 10, 20, 30, 45, 60, 75, 90, 105 และ 120 นาที ตามล าดบั  

4) เมื่อครบก าหนดเวลาของปฏิกิริยาในแต่ละหลอด หยุดปฏิกิริยาโดยการน ามา
บ่มใน Dry Bath Incubator ที่อณุหภมูิ 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที  

5) ปิเปตสารละลายจากแต่ละหลอดปริมาตร 50 µL ลงใน Microplate 96-well 
จ านวน 3 ชดุ เพื่อน าไปตรวจวดัปริมาณ H2O2 ที่เกิดขึน้ดว้ยวิธีมาตรฐาน และวิธีที่พฒันาขึน้ โดยมี
รายละเอียดของวิธีการตรวจวดัดงัแสดงในตาราง 5 
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ตาราง 5 วิธีตรวจวดัปรมิาณ H2O2 ดว้ยวิธีมาตรฐาน และวิธีที่พฒันาขึน้ 

กลุ่มการ
ทดลองที่ 

วิธีตรวจวัดปริมาณ H2O2 วิธีการตรวจวัด 

1 วิ ธีการมาตรฐาน โดยใช ้ 
4-AAP แ ล ะ  Phenol เป็ น 
รีเอเจนต์ที่ท างานร่วมกับ 
Peroxidase 

1) เติ ม ส ารละลายที่ ท า ให้ เกิ ด สี  (chromogen) 
ปริมาตร 150 µL ลงในสารละลายจากแต่ละหลอด 
บ่มที่อณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 10 นาท ี

2) วดัค่าดดูกลืนแสงของสารละลายที่ 515 nm 

2 วิธีการที่พัฒนาขึน้ โดยใช ้
Fe2+ ร่วมกับนอร์ฟ ลอก -
ซาซินเป็นรีเอเจนต ์ 

1) เ ติ ม  2.25 mM Fe2+ ป ริ ม า ต ร  50 µL ล ง ใ น
สารละลายจากแต่ละหลอด บ่มที่อุณหภูมิห้องเป็น
เวลา 5 นาที  

2) เติม 4.00 mM นอรฟ์ลอกซาซิน ปริมาตร 50 µL 
แลว้บ่มต่อที่อณุหภมูิหอ้งเป็นเวลา 3 นาท ี

3) วั ด ค่ าดู ด ก ลื น แ ส งข อ งส า รล ะล าย ที่  440  
nm 

3 วิธีการที่พัฒนาขึน้ โดยใช ้
Fe2+ ร่ ว ม กั บ  TPTZ เ ป็ น 
รีเอเจนต ์

1) เ ติ ม  0.50 mM Fe2+ ป ริ ม า ต ร  50 µL ล ง ใ น
สารละลายจากแต่ละหลอด บ่มที่อุณหภูมิห้องเป็น
เวลา 10 นาท ี

2) เติม 2.00 mM TPTZ ปริมาตร 50 µL แลว้บ่มต่อที่
อณุหภมูิหอ้งเป็นเวลา 3 นาท ี

3) ปิเปตสารละลายมาปริมาตร 50 µL แล้วเติมน ้า
กลั่น100 µL เพื่อเจือจางสารละลายลง 3 เท่า 

4) วัดค่าดูดกลืนแสงของสารละลายที่เจือจางแลว้ที่ 
600 nm 

 
6) เปลี่ยนค่าดดูกลืนแสงที่ไดจ้ากแต่ละวิธีใหเ้ป็นความเขม้ขน้ของ H2O2 ที่เกิดขึน้

โดยเทียบจากกราฟมาตรฐานของแต่ละวิธี จากนัน้สรา้งกราฟความสมัพันธร์ะหว่างความเขม้ขน้
ของ H2O2 ที่ตรวจวัดได ้(แกน y) กับเวลาที่ใชใ้นการเกิดปฏิกิริยา (แกน x) เพื่อพิจารณาหาช่วง
ความเรว็เริ่มตน้ที่เหมาะสมของปฏิกิรยิา 
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7) เปรียบเทียบช่วงความเร็วเริ่มต้นที่ เหมาะสมของปฏิกิริยาที่หาได้จากวิธี
ตรวจวดัปรมิาณ H2O2 ที่พฒันาขึน้กบัวิธีมาตรฐาน 

2.4.2 การศึกษาผลของความเข้มข้นของซับสเตรตต่อความเร็วของปฏิกิริยาที่
มีเอนไซมเ์ป็นตัวเร่ง 

1) เตรียมสารละลายฮีสตามีนที่ความเขม้ขน้ 25, 50, 100, 200, 400, 600, 800 
และ 1000 µM  

2) ปิเปต Diamine oxidase เขม้ขน้ 2 mg/mL (0.1 Unit) ปรมิาตร 200 µL ลงใน
สารละลายฮีสตามีนที่ความเขม้ขน้ต่าง ๆ ตามที่ไดเ้ตรียมไว ้ปริมาตร 200 µL ผสมใหเ้ขา้กันใน 
Microcentrifuge tube ขนาด 1.5 mL 

3) น าสารละลายแต่ละหลอดไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 45 
นาท ี

4) เมื่อครบก าหนดเวลา หยุดปฏิกิริยาโดยการน ามาบ่มใน Dry Bath Incubator 
ที่อณุหภมูิ 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที  

5) ปิเปตสารละลายจากแต่ละหลอดปริมาตร 50 µL ลงใน Microplate 96-well 
จ านวน 3 ชุด เพื่อน าไปตรวจวัดปริมาณ H2O2 ที่เกิดขึน้ดว้ยวิธีมาตรฐาน และวิธีที่พัฒนาขึน้ โดย
ใชว้ิธีการตรวจวดัตามตาราง 5 

6) เปลี่ยนค่าดดูกลืนแสงที่ไดจ้ากแต่ละวิธีใหเ้ป็นความเขม้ขน้ของ H2O2 ที่เกิดขึน้
โดยเทียบจากกราฟมาตรฐานของแต่ละวิธี จากนัน้ค านวณใหเ้ป็นความเร็วของการเกิด H2O2 ใน
หน่วย µM/min พรอ้มทัง้ค านวณความเขม้ขน้ของฮีสตามีนใหม่ใหเ้ป็นความเขม้ขน้สุดทา้ยที่ใชใ้น
ปฏิกิรยิา 

7) สรา้งกราฟความสัมพันธ์ระหว่างความเร็วของการเกิด H2O2 (แกน y) กับ
ความเขม้ข้นสุดท้ายของฮีสตามีน (แกน x) เพื่อศึกษาความสัมพันธ์เบือ้งต้นของความเร็วของ
ปฏิกิริยา (vi) กับความเข้มข้นของสารตั้งต้น  ([S]) ตามสมการของ Michaelis-Menten เพื่ อ
น ามาใชห้าค่า Vmax และ Km ทัง้นีค้วามเขม้ขน้ของฮีสตามีนที่ใชใ้นการเขียนกราฟค านวณไดจ้าก
ความเขม้ขน้สดุทา้ยในหลอดทดลอง 

8) เปรียบเทียบค่า Vmax และ Km ของปฏิกิริยาที่หาได้จากวิธีตรวจวัดปริมาณ 
H2O2 ที่พฒันาขึน้กบัวิธีมาตรฐาน  
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บทที ่4 

ผลการทดลอง 

ในการวิจยัครัง้นี ้ผูว้ิจยัเสนอผลการทดลองตามล าดบั ดงันี ้
1. การทดลองเพื่อพัฒนาวิธีตรวจวดั H2O2 ดว้ยเทคนิค Spectrophotometry โดยใช ้

Fe2+ รว่มกบันอรฟ์ลอกซาซินเป็นรีเอเจนต ์
2. การทดลองเพื่อพัฒนาวิธีตรวจวดั H2O2 ดว้ยเทคนิค Spectrophotometry โดยใช ้

Fe2+ รว่มกบั TPTZ เป็นรีเอเจนต ์
3. การทดลองเพื่อศึกษาวิธีตรวจวัด H2O2 ดว้ยเทคนิค Spectrophotometry โดยใช้

วิธีมาตรฐานซึ่งมี 4-AAP และ Phenol เป็นรีเอเจนตท์ี่ท างานรว่มกบั Peroxidase  
4. การทดลองเพื่ อน าวิ ธีตรวจวัด  H2O2 ด้วยเทคนิค  Spectrophotometry ที่ ได้

พฒันาขึน้ไปประยกุตใ์ชใ้นการศกึษาแอคติวีตีของเอนไซม ์Diamine oxidase 

ตอนที ่1 การทดลองเพ่ือพัฒนาวิธีตรวจวัด H2O2 ด้วยเทคนิค Spectrophotometry โดยใช้ 
Fe2+ ร่วมกับนอรฟ์ลอกซาซินเป็นรีเอเจนต ์

1.1 ผลของการหาสเปกตรัมในการดูดกลืนแสงของสาร 
ผลสเปกตรมัของสารละลายชนิดต่าง ๆ ที่ใชเ้ป็นรีเอเจนตใ์นช่วงความยาวคลื่น 300 - 

800 nm แสดงดังภาพประกอบ 11 โดยผลการทดลองที่ไดพ้บว่าสารละลายที่มีส่วนผสมเฉพาะ
สารละลาย Fe2+ และ/หรือสารละลายนอรฟ์ลอกซาซิน พบความสามารถในการดดูกลืนแสงในช่วง
ความยาวคลื่นที่ต  ่ากว่า 400 nm ซึ่งใหผ้ลการทดลองเช่นเดียวกับสารละลายผสมระหว่าง Fe2+ 
และ H2O2 แต่เมื่อท าการผสมสารละลายทั้ง 3 ชนิดเข้าด้วยกันประกอบด้วย Fe2+ H2O2 และ 
นอรฟ์ลอกซาซิน ผลการทดลองที่ไดพ้บว่า มีการเปลี่ยนแปลงความสามารถในการดูดกลืนแสง 
โดยสามารถดูดกลืนแสงในช่วงความยาวคลื่น 400 - 500 nm ได ้โดยสเปกตรมัของสารผสมจาก
ปฏิกิริยาระหว่าง Fe2+ H2O2 และนอรฟ์ลอกซาซิน ใหผ้ลการทดลองสอดคลอ้งไปในทางเดียวกัน
กับการสารผสมระหว่างสารละลาย Fe3+ และสารละลายนอรฟ์ลอกซาซิน จึงแสดงให้เห็นว่า 
ความสามารถในการดูดกลืนแสงในช่วงความยาวคลื่น  400 - 500 nm เกิดจากการเกิด
สารประกอบเชิงซ้อนระหว่าง Fe3+ และนอรฟ์ลอกซาซิน (Norfloxacin - Fe3+ Complex) โดย 
H2O2 สามารถไปออกซิไดซ ์Fe2+ ให้กลายเป็น Fe3+ ได้ ดังนั้นจึงสามารถเกิดเป็นสารประกอบ
เชิงซอ้นกบันอรฟ์ลอกซาซิน และสามารถดดูกลืนแสงในช่วงความยาวคลื่น 400 -500 nm ได ้จาก



  41 

การทดลองนีผู้ว้ิจัยจึงเลือกใชค้วามยาวคลื่นที่ 440 nm เพื่อใชติ้ดตามปฏิกิริยาที่เกิดขึน้ระหว่าง 
H2O2 และ Fe2+ รว่มกบัการใชน้อรฟ์ลอกซาซิน ในการหาปรมิาณของ H2O2 ต่อไป 

 

ภาพประกอบ 11 ค่าดดูกลืนแสงที่ความยาวคลื่นต่าง ๆ ของสารละลายในปฏิกิรยิาที่มี Fe2+  
และนอรฟ์ลอกซาซินเป็นรีเอเจนต ์

1.2 ผลของการหาล าดับทีเ่หมาะสมในการท าปฏิกิริยาของรีเอเจนต ์
ในการหาล าดับที่เหมาะสมในการท าปฏิกิริยาโดยการสลับล าดับในการผสมรีเอเจนต์

ชนิดต่าง ๆ ดงัตาราง 2 และใชส้ารละลายผสมระหว่าง Fe3+ กบันอรฟ์ลอกซาซินเป็นตวัควบคมุเชิง
บวก ผลการทดลองที่ไดพ้บว่า ถา้น า Fe2+ ไปท าบ่มกบันอรฟ์ลอกซาซิน หรือน า H2O2 ไปท าบ่มกบั
นอรฟ์ลอกซาซิน ก่อนที่จะน า Fe2+ ไปบ่มกับ H2O2 จะท าใหค่้าการดูดกลืนแสงที่ 440 nm ลดลง 
เมื่อเทียบกับการบ่ม Fe2+ กับ H2O2 ก่อนที่จะเติมนอรฟ์ลอกซาซินเพิ่มลงไป ซึ่งมีค่าดูดกลืนแสง
ใกล้เคียงกับสารละลายผสมระหว่าง Fe3+  กับนอรฟ์ลอกซาซิน ดังแสดงในภาพประกอบ 12  
ผลการทดลองนีแ้สดงใหเ้ห็นว่าล าดบัการผสมสารที่ใชท้ าปฏิกิริยาส่งผลต่อความสามารถในการ
ตรวจวดัเช่นกนั โดยการผสม H2O2 กับ Fe2+ ก่อนแลว้จึงเติมนอรฟ์ลอกซาซินจะส่งผลให ้Fe2+ ถูก
ออกซิไดสเ์ป็น Fe3+ ไดอ้ย่างสมบูรณ์ ผูว้ิจัยจึงเลือกใชล้  าดับในการท าปฏิกิริยาดังกล่าว ในการ
น าไปใชว้ิเคราะหห์าปรมิาณ H2O2 
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ภาพประกอบ 12 ผลของล าดบัการท าปฏิกิรยิาต่อค่าดดูกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 440 nm  
โดยแบ่งการทดลองเป็น 2 ขัน้ตอน คือ ขัน้ตอนที่ 1 ผสมสารละลายสองชนิดเขา้ดว้ยกนัก่อน  

แลว้ขัน้ตอนที่ 2 จึงเติมสารละลายอีกชนิดหนึ่งเพิ่มลงไป โดยใชเ้วลาท าปฏิกิริยาขัน้ตอนละ 5 นาที 

1.3 ผลของการหาความเขม้ข้นของ Fe2+ และนอรฟ์ลอกซาซินทีเ่หมาะสมในการท า
ปฏิกิริยา 

ผลของความเข้มข้นของ Fe2+ ทีเ่หมาะสมต่อการเกิดปฏิกิริยา 

ผลของความเขม้ขน้ของ Fe2+ ที่เหมาะสมต่อการเกิดปฏิกิรยิาส าหรบัการหาปริมาณ
ของ H2O2 เริ่มจากการน า 0.225 mM H2O2 มาเติมด้วยสารละลาย Fe2+ ที่ความเข้มข้นต่าง ๆ 
จากนัน้จึงค่อยเติมสารละลายนอรฟ์ลอกซาซินลงไปต่อ และน าสารผสมที่ไดไ้ปวัดค่าการดูดกลืน
แสงที่ 440 nm  ผลการทดลองที่ได้พบว่า เมื่อเพิ่มความเข้มข้นของสารละลาย Fe2+ จะท าให้
สามารถวดัค่าการดดูกลืนแสงที่ 440 nm เพิ่มขึน้ดว้ย จนกระทั่งความเขม้ขน้ของสารละลาย Fe2+ 
มีค่าเท่ากบั 1.13 mM ค่าการดดูกลืนแสงที่ 440 nm ที่วดัไดเ้ริ่มคงที่ ดังแสดงในภาพประกอบ 13
ดังนั้นผู้วิจัยจึงเลือกใช้สารละลาย Fe2+ ที่ความเข้มข้นเท่ากับ 2.25 mM ส  าหรับใช้ในการหา
ปรมิาณของ H2O2 
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ภาพประกอบ 13 ผลของความเขม้ขน้ของสารละลาย Fe2+ ต่อการเกิดปฏิกิรยิากบัสารละลาย 
4.50 mM นอรฟ์ลอกซาซิน และ 0.225 mM H2O2 ซึ่งสามารถติดตามปฏิกิริยาไดจ้ากการวดัค่า

การดดูกลืนแสงที่ 440 nm 

ผลของความเข้มข้นของนอรฟ์ลอกซาซินทีเ่หมาะสมต่อการเกิดปฏิกิริยา 

หลงัจากที่ทราบความเขม้ขน้ที่เหมาะสมของสารละลาย Fe2+ ที่ใชส้  าหรบัหาปรมิาณ
ของ H2O2 แลว้ จึงไดท้ าการหาความเขม้ขน้ของสารละลายนอรฟ์ลอกซาซินที่เหมาะสมต่อไป โดย
น า H2O2 มาเติมดว้ยสารละลาย 2.25 mM Fe2+ จากนัน้จึงเติมสารละลายนอรฟ์ลอกซาซินที่ความ
เขม้ขน้ต่าง ๆ และน าสารผสมที่ไดไ้ปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 440 nm  ผลการทดลองที่ไดพ้บว่า 
เมื่อเพิ่มความเขม้ขน้ของสารละลายนอรฟ์ลอกซาซิน จะท าใหส้ามารถวดัค่าการดดูกลืนแสงที่ 440 
nm เพิ่มขึน้ดว้ย จนกระทั่งความเขม้ขน้ของสารละลายนอรฟ์ลอกซาซินมีค่าเท่ากบั 2.25 mM ค่า
การดูดกลืนแสงที่ 440 nm ที่วัดไดเ้ริ่มคงที่ ดังแสดงในภาพประกอบ 14 ดังนั้นผูว้ิจัยจึงเลือกใช้
สารละลายนอรฟ์ลอกซาซินที่ความเขม้ขน้เท่ากบั 4.00 mM ส  าหรบัใชใ้นการหาปรมิาณของ H2O2 
เนื่องจากเป็นความเขม้ขน้ที่มากเกินพอ 
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ภาพประกอบ 14 ผลของความเขม้ขน้ของสารละลายนอรฟ์ลอกซาซินต่อการเกิดปฏิกิรยิากบั
สารละลาย 2.25 mM Fe2+ และ 0.225 mM H2O2 ซึ่งสามารถติดตามปฏิกิริยาไดจ้ากการวดัค่า

การดดูกลืนแสงที่ 440 nm 

1.4 ผลของการหาเวลาในการท าปฏิกิริยาทีเ่หมาะสมระหว่าง H2O2 Fe2+ และนอรฟ์ลอก
ซาซิน 

การศึกษาผลของเวลาที่ เหมาะสมในการบ่มปฏิกิริยา เริ่มจากน า  H2O2 Fe2+ และ 
นอรฟ์ลอกซาซิน มาผสมกันตามล าดับ โดยมีการบ่มปฏิกิริยาที่เวลาต่าง  ๆ ระหว่าง H2O2 และ 
Fe2+ และระหว่างสารผสมของ H2O2 กบั Fe2+ และนอรฟ์ลอกซาซิน จากนัน้จึงน าสารผสมทัง้หมด
ไปวดัค่าการดดูกลืนแสงที่ 440 nm ผลการทดลองที่ไดพ้บว่า ถา้ใชเ้วลาในการบ่มปฏิกิรยิาระหว่าง 
H2O2 และ Fe2+ เพียง 3 นาที จะท าใหว้ัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 440 nm ลดลง แต่ถ้าเพิ่มเวลาใน
การบ่มปฏิกิริยาระหว่าง H2O2 และ Fe2+ เป็น 5 นาที จะไดค่้าการดดูกลืนแสงที่ 440 nm ที่เพิ่มขึน้ 
ซึ่งไม่แตกต่างกบัการใชเ้วลาในการบ่มปฏิกิริยาระหว่าง H2O2 และ Fe2+ เป็น 10 นาที ดงัแสดงใน
ภาพประกอบ 15 (ก) ซึ่งผลการทดลองที่ไดจ้ะแตกต่างกบัผลการทดลองที่ไดจ้ากการศึกษาเวลาที่
ใชบ้่มปฏิกิริยาระหว่างสารผสมของ H2O2 กับ Fe2+ และนอรฟ์ลอกซาซิน โดยทัง้ 3 เวลา คือ 3, 5 
และ 10 นาที มีค่าการดูดกลืนแสงที่ 440 nm ไม่แตกต่างกัน ดังแสดงในภาพประกอบ 15 (ข) 
ดงันัน้เวลาที่ใชบ้่มปฏิกิรยิาระหว่าง H2O2 และ Fe2+ และระหว่างสารผสมของ H2O2 กบั Fe2+ และ 
นอรฟ์ลอกซาซิน คือ 5 และ 3 นาท ีตามล าดบั ซึ่งเพียงพอส าหรบัใชต้รวจวดัปรมิาณของ H2O2 
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ภาพประกอบ 15 (ก) ผลของเวลาที่ใชใ้นการบ่มปฏิกิรยิาขัน้ที่ 1 คือ การผสมสารละลาย Fe2+ และ 
H2O2 เขา้ดว้ยกนั (ข) ผลของเวลาที่ใชใ้นการบ่มปฏิกิรยิาในขัน้ที่ 2 คือ การเติมสารละลาย 

นอรฟ์ลอกซาซินลงในสารละลายผสมระหว่าง Fe2+ และ H2O2  

1.5 ผลของการตรวจวัดปริมาณ H2O2 โดยใช้ Fe2+ ร่วมกับนอรฟ์ลอกซาซิน รวมทัง้การหา
คุณลักษณะของระบบวิเคราะหท์ี่พัฒนาขึน้ 

การตรวจวัดหาปริมาณของ H2O2 ที่ความเขม้ขน้ต่าง ๆ โดยใช ้Fe2+ ร่วมกับนอรฟ์ลอก-
ซาซิน เป็นรีเอเจนต ์เริ่มจากน า H2O2 ที่ความเขม้ขน้ต่าง ๆ มาท าปฏิกิรยิากบัสารละลาย 2.25 mM 
Fe2+ จากนั้นบ่มปฏิกิริยาเป็นเวลา 5 นาที จึงเติมสารละลาย 4.00 mM นอรฟ์ลอกซาซิน และบ่ม
ปฏิกิรยิาเป็นเวลา 3 นาที แลว้น าไปวดัค่าดดูกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 440 nm  

ผลการทดลองที่ไดพ้บว่าสามารถตรวจวดัหาปริมาณของ H2O2 ที่ความเขม้ขน้ต่าง ๆ ได ้
และมีช่วงความเป็นเสน้ตรงหรือช่วงการใชง้านที่ช่วงความเขม้ขน้ 6.25 - 300 µM ใหค่้าสหสมัพนัธ ์
(r2) เท่ากบั 0.9974 ดงัแสดงในภาพประกอบ 16 
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ภาพประกอบ 16 กราฟแสดงความสมัพนัธร์ะหว่างความเขม้ขน้ของ H2O2 ที่ความเขม้ขน้ 6.25 - 
300 µM กบัค่าดดูกลืนแสงที่ 440 nm เมื่อตรวจวดัปรมิาณ H2O2 โดยใช ้Fe2+ รว่มกบั 

นอรฟ์ลอกซาซิน 

ทัง้นีท้  าการทดลองวดัค่าดูดกลืนแสงของแบลงค์ (Blank) ดว้ยวิธีที่ไดพ้ัฒนาขึน้ จ านวน 

10 ซ า้ แลว้น าไปค านวณหาค่าสว่นเบี่ยงเบนมาตรฐาน () แลว้น ามาใชห้า LOD จากนิยาม LOD 

= 3 blank/slope  และ LOQ = 5 blank/slope โดยสามารถหาค่า LOD และ LOQ ของวิธี
ตรวจวดัไดเ้ท่ากับ 0.44 µM และ 0.73 µM ตามล าดับ หาความเที่ยง (Precision) ของวิธีตรวจวัด
จากการค านวณความสามารถในการทวนซ า้ (Repeatability) โดยตรวจวัดความเข้มข้นของ
สารละลาย H2O2 ที่ความเขม้ขน้ 150 µM ทดลองซ า้ 10 ครัง้ ไดค่้ารอ้ยละส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน
สมัพทัธ ์(%RSD) เท่ากบั 1.93 % 

ตอนที ่2 การทดลองเพ่ือพัฒนาวิธีตรวจวัด H2O2 ด้วยเทคนิค Spectrophotometry โดยใช้ 
Fe2+ ร่วมกับ TPTZ เป็นรีเอเจนต ์

2.1 ผลของการหาสเปกตรัมในการดูดกลืนแสงของสาร 
ผลสเปกตรมัของสารละลายชนิดต่าง ๆ ที่ใชเ้ป็นรีเอเจนตใ์นช่วงความยาวคลื่น 300 - 

800 nm แสดงดังภาพประกอบ 17 โดยผลการทดลองที่ไดพ้บว่าสารละลาย Fe2+ และ Fe3+ ไม่มี
ความสามารถในการดดูกลืนคลื่นแสง ในขณะที่สารละลาย TPTZ สามารถดดูกลืนแสงไดสู้งมาก
ในช่วงความยาวคลื่นต ่ากว่า 400 nm และสารละลายที่มีส่วนผสมเฉพาะสารละลาย Fe2+ และ 
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TPTZ เป็นชุดการทดลองเดียวเท่านัน้ที่มีการเปลี่ยนแปลงความสามารถในการดดูกลืนแสงในช่วง
ความยาวคลื่น 400 – 700 nm ทั้งนี ้เนื่องมาจากการเกิดไอออนเชิงซ้อน [Fe(II)(TPTZ)2]2+ โดย
สามารถดูดกลืนแสงไดสู้งสุดที่ความยาวคลื่น 600 nm จากการทดลองนีผู้ว้ิจัยจึงเลือกใชค้วาม
ยาวคลื่นดงักลา่วในการติดตามปฏิกิริยาที่เกิดขึน้ระหว่าง H2O2 และ Fe2+ ร่วมกบัการใช ้TPTZ ใน
การหาปรมิาณของ H2O2 ต่อไป 

ทัง้นีเ้นื่องจาก Fe2+ จะถูกออกซิไดสด์ว้ย H2O2 กลายเป็น Fe3+ ดังนัน้ความเขม้ขน้ของ
ไอออนเชิงซ้อน [Fe(II)(TPTZ)2]2+ จะลดลงเรื่อย ๆ เมื่อความเขม้ขน้ของ H2O2 เพิ่มขึน้ หรืออาจ
กล่าวไดว้่าค่าดดูกลืนแสงที่วดัไดจ้ะแปรผกผนักบัความเขม้ขน้ของ H2O2 ดงันัน้การตรวจวดั H2O2 
ด้วยวิธีนี ้จะใช้หลักการตรวจวัดค่าดูดกลืนแสงที่ลดลงเมื่อเทียบกับค่าดูดกลืนแสงเริ่มต้นของ
ไอออนเชิงซอ้นระหว่าง Fe2+ และ TPTZ  

 

ภาพประกอบ 17 ค่าดดูกลืนแสงที่ความยาวคลื่นต่าง ๆ ของสารละลายในปฏิกิรยิา 
ที่มี Fe2+ และ TPTZ เป็นรีเอเจนต ์

2.2. การหาล าดับทีเ่หมาะสมในการท าปฏิกิริยาของรีเอเจนต ์
ในการหาล าดับที่เหมาะสมในการท าปฏิกิริยาโดยการสลับล าดับในการผสมรีเอเจนต์

ชนิดต่าง ๆ ดังตาราง 4 และใชส้ารละลายผสมระหว่าง Fe2+ กับ TPTZ เป็นตัวควบคุมเชิงลบ ผล
การทดลองที่ไดพ้บว่า ถ้าน า Fe2+ ไปท าบ่มกับ TPTZ หรือน า H2O2 ไปท าบ่มกับ TPTZ ก่อนที่จะ
น า Fe2+ ไปบ่มกบั H2O2 จะไม่ท าใหค่้าการดดูกลืนแสงที่ 600 nm ลดลง เมื่อเทียบกบัการบ่ม Fe2+ 
กับ H2O2 ก่อนที่จะเติม TPTZ เพิ่มลงไปภายหลงั ซึ่งเป็นกลุ่มการทดลองเดียวที่มีค่าดูดกลืนแสง
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ลดลง ดังแสดงในภาพประกอบ 18 ผลการทดลองนีแ้สดงให้เห็นว่าล าดับการผสมสารที่ใช้ท า
ปฏิกิริยาส่งผลต่อความสามารถในการตรวจวัดเช่นกัน โดยการผสม H2O2 กับ Fe2+ ก่อนแลว้จึง
เติม TPTZ จะส่งผลให ้Fe2+ สามารถถูกออกซิไดสเ์ป็น Fe3+ ไดอ้ย่างสมบูรณ์ จึงไม่สามารถเกิด
เป็นไอออนเชิงซอ้น [Fe(II)(TPTZ)2]2+ ที่ดดูกลืนแสงที่ 600 nm ได ้ผูว้ิจยัจึงเลือกใชล้  าดบัในการท า
ปฏิกิรยิาดงักลา่ว ในการน าไปใชว้ิเคราะหห์าปรมิาณ H2O2 

 

ภาพประกอบ 18 ผลของล าดบัการท าปฏิกิรยิาต่อค่าดดูกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 nm  
โดยแบ่งการทดลองเป็น 2 ขัน้ตอน คือ ขัน้ตอนที่ 1 ผสมสารละลายสองชนิดเขา้ดว้ยกนัก่อน  

แลว้ขัน้ตอนที่ 2 จึงเติมสารละลายอีกชนิดหนึ่งเพิ่มลงไป โดยใชเ้วลาท าปฏิกิริยาขัน้ตอนละ 5 นาที 

2.3 ผลของการหาความเขม้ข้นของ Fe2+ และ TPTZ ทีเ่หมาะสมในการท าปฏิกิริยา 
ผลของความเข้มข้นของ Fe2+ ทีเ่หมาะสมต่อการเกิดปฏิกิริยา 

ผลของความเขม้ขน้ของ Fe2+ ที่เหมาะสมต่อการเกิดปฏิกิรยิาส าหรบัการหาปริมาณ
ของ H2O2 เริ่มจากการน า 0.225 mM H2O2 มาเติมด้วยสารละลาย Fe2+ ที่ความเข้มข้นต่าง ๆ 
จากนั้นจึงค่อยเติมสารละลาย TPTZ ลงไป และน าสารผสมที่ไดไ้ปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 600 
nm  ผลการทดลองที่ไดพ้บว่า เมื่อเพิ่มความเขม้ขน้ของสารละลาย Fe2+ จะท าใหส้ามารถวัดค่า
การดูดกลืนแสงที่ 600 nm เพิ่มขึน้ดว้ย จนกระทั่งความเขม้ขน้ของสารละลาย Fe2+ มีค่าเท่ากับ 
2.50 mM ค่าการดดูกลืนแสงที่ 600 nm ที่วดัไดเ้ริ่มคงที่ ดงัแสดงในภาพประกอบ 19 

เมื่ อพิจารณาจากภาพประกอบ  19 จะสามารถแบ่งกราฟได้เป็น  3 ช่วง คือ  
(1) ช่วงแรกของกราฟที่ความเขม้ขน้ของ Fe2+ ต ่า ๆ ค่าดดูกลืนแสงและความชนัของกราฟมีค่าใกล้
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ศูนย ์แสดงว่า Fe2+ ถูกออกซิไดสด์้วย H2O2 โดยสมบูรณ์ จึงไม่มี Fe2+ เหลือมาท าปฏิกิริยากับ 
TPTZ เพื่อเกิดเป็นไอออนเชิงซอ้น [Fe(II)(TPTZ)2]2+ ได ้(2) ช่วงที่ความเขม้ขน้ของ Fe2+ เพิ่มสงูขึน้ 
กราฟเริ่มมีค่าดดูกลืนแสงและความชนัเพิ่มสงูขึน้ดว้ย แสดงว่า Fe2+ ไดถู้กออกซิไดสด์ว้ย H2O2 ไป
บางส่ วน  แ ต่ยั งคงมี  Fe2+ เหลื อมาท าปฏิ กิ ริยากับ  TPTZ เพื่ อ เกิด เป็น ไอออน เชิ งซ้อน 
[Fe(II)(TPTZ)2]2+ เมื่อเพิ่มความเขม้ขน้ของ Fe2+ จึงส่งผลใหค้วามเขม้ขน้ของ [Fe(II)(TPTZ)2]2+ 
เพิ่มสงูขึน้ดว้ยเช่นกนั แสดงใหเ้ห็นว่าในช่วงนี ้Fe2+ ที่เหลือจากการออกซิไดสด์ว้ย H2O2 ท าหนา้ที่
เป็นสารก าหนดปริมาณของการเกิดไอออนเชิงซอ้น [Fe(II)(TPTZ)2]2+ (3) ช่วงที่กราฟมีค่าดดูกลืน
แสงตัง้แต่ 2.00 ขึน้ไป และมีความชนัลดลงจนเขา้ใกลศ้นูย ์แสดงว่าความเขม้ขน้ของ Fe2+ ที่เหลือ
จากปฏิกิริยาออกซิไดสด์ว้ย H2O2 มากเกินพอ ส่งผลให ้TPTZ ท าหนา้ที่เป็นสารก าหนดปริมาณ
ของการเกิดไอออนเชิงซอ้น [Fe(II)(TPTZ)2]2+ แทน จึงส่งผลใหค่้าดูดกลืนแสงไม่เพิ่มขึน้อย่างมี
นยัส าคญั เมื่อความเขม้ขน้ของ Fe2+ เพิ่มขึน้  

เนื่องจากการพฒันาวิธีตรวจวดั H2O2 ดว้ยวิธีนีม้ีจดุมุ่งหมายในการตรวจวดั H2O2 ที่
ความเข้มข้นต ่า ๆ ดังนั้นผู้วิจัยจึงเลือกใช้ความเข้มข้นของสารละลาย Fe2+ เท่ากับ 0.50 mM 
เพื่อใหส้ามารถติดตามการเปลี่ยนแปลงของค่าดูดกลืนแสงของไอออนเชิงซอ้น [Fe(II)(TPTZ)2]2+ 
ได ้โดยเมื่อความเขม้ขน้ของ H2O2 ลดลง จะส่งให ้Fe2+ ที่เหลือจากการถูกออกซิไดสม์ีมากขึน้ ค่า
ดูดกลืนแสงที่วัดได้ก็จะมีค่าสูงขึน้จนถึงจุดที่ผลของความเข้มข้นของ H2O2 มีผลต่อการถูก 
ออกซิไดสข์อง Fe2+ นอ้ยมาก ค่าดดูกลืนแสงที่วดัไดก้็จะเริ่มมีค่าคงที่  

 

ภาพประกอบ 19 ผลของความเขม้ขน้ของสารละลาย Fe2+ ต่อการเกิดปฏิกิรยิากบัสารละลาย 
1.00 mM TPTZ และ 0.225 mM H2O2 ซึ่งสามารถติดตามปฏิกิรยิาไดจ้ากการวดัค่าการดดูกลืน

แสงที่ 600 nm 
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ผลของความเข้มข้นของ TPTZ ทีเ่หมาะสมต่อการเกิดปฏิกิริยา 

หลงัจากที่ทราบความเขม้ขน้ที่เหมาะสมของสารละลาย Fe2+ ที่ใชส้  าหรบัหาปรมิาณ
ของ H2O2 แลว้ จึงไดท้ าการหาความเขม้ขน้ของสารละลาย TPTZ ที่เหมาะสมต่อไป โดยน า H2O2 

มาเติมดว้ยสารละลาย 0.50 mM Fe2+ จากนัน้จึงเติมสารละลาย TPTZ ที่ความเขม้ขน้ต่าง ๆ และ
น าสารผสมที่ได้ไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่  600 nm  ผลการทดลองที่ได้พบว่า เมื่อเพิ่มความ
เข้มข้นของสารละลาย TPTZ จะท าให้สามารถวัดค่าการดูดกลืนแสงที่  600 nm เพิ่มขึน้ด้วย 
จนกระทั่งความเขม้ขน้ของสารละลาย TPTZ มีค่าเท่ากบั 1.50 mM ค่าการดดูกลืนแสงที่ 600 nm 
ที่วัดได้เริ่มคงที่ ดังแสดงในภาพประกอบ 20 ดังนั้นผู้วิจัยจึงเลือกใชส้ารละลาย TPTZ ที่ความ
เขม้ขน้เท่ากับ 2.00 mM ส  าหรบัใชใ้นการหาปริมาณของ H2O2 เนื่องจากเป็นความเขม้ขน้ที่มาก
เกินพอส าหรบัปฏิกิรยิาการเกิดไอออนเชิ งซอ้น [Fe(II)(TPTZ)2]2+ 

 

ภาพประกอบ 20 ผลของความเขม้ขน้ของสารละลาย TPTZ ต่อการเกิดปฏิกิรยิากบัสารละลาย 
0.50 mM Fe2+และ 0.225 mM H2O2 ซึ่งสามารถติดตามปฏิกิรยิาไดจ้ากการวดั 

ค่าการดดูกลืนแสงที่ 600 nm 

2.4 ผลของการหาเวลาในการท าปฏิกิริยาทีเ่หมาะสมระหว่าง H2O2 Fe2+ และ TPTZ 
การศึกษาผลของเวลาที่เหมาะสมในการบ่มปฏิกิริยา เริ่มจากน า  H2O2 Fe2+ และTPTZ 

มาผสมกันตามล าดับ โดยมีการบ่มปฏิกิริยาที่เวลาต่าง ๆ ระหว่าง H2O2 และ Fe2+ และระหว่าง
สารผสมของ H2O2 กับ Fe2+ และ TPTZ จากนัน้จึงน าสารผสมทัง้หมดไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 
600 nm ผลการทดลองที่ไดพ้บว่า เมื่อใชเ้วลาในการบ่มปฏิกิริยาระหว่าง H2O2 และ Fe2+ นานขึน้ 
จะท าใหว้ัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 600 nm ลดลงเรื่อย ๆ โดยจะลดลงอย่างรวดเร็วในช่วง 3 - 10 
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นาทีแรก และจะลดลงด้วยความเร็วที่ ช้าลงเมื่ อเวลามากกว่า 10 นาทีขึ ้นไป ดังแสดงใน
ภาพประกอบ 21 (ก) ซึ่งผลการทดลองที่ไดจ้ะแตกต่างกับผลการทดลองที่ไดจ้ากศึกษาเวลาที่ใช้
บ่มปฏิกิริยาระหว่างสารผสมของ H2O2 กับ Fe2+ และ TPTZ โดยทัง้ 5 เวลา คือ 3, 5, 10, 15 และ 
20 นาท ีมีค่าการดดูกลืนแสงที่ 600 nm ไม่แตกต่างกนั ดงัแสดงในภาพประกอบ 21 (ข)  

ผลการทดลองที่ไดแ้สดงใหเ้ห็นว่าเวลามีผลต่อการถูกออกซิไดสข์อง Fe2+ ดว้ย H2O2 ไป
เป็น Fe3+ โดยเมื่อเวลาเพิ่มขึน้  Fe2+ ก็จะถูกออกซิไดสเ์ป็น Fe3+ ไดม้ากขึน้ดว้ย จึงส่งผลใหก้ารดดู
ลกืนแสงของไอออนเชิงซ้อน [Fe(II)(TPTZ)2]2+ ลดลง โดยผู้วิจัยควรเลือกใช้เวลาที่ 15 หรือ 20 
นาทีในการท าปฏิกิริยาเพื่อใหป้ฏิกิริยา Oxidation ของ Fe2+ เกิดขึน้อย่างสมบูรณท์ี่สุด อย่างไรก็
ตาม ที่เวลาดังกล่าว ค่าดดูกลืนแสงมีค่าลดลงจนต ่ากว่า 0.1 จึงอาจส่งผลใหค่้าดูดกลืนแสงที่วัด
ได้มีความคลาดเคลื่อนและไม่สัมพันธ์กันกับความเขม้ข้นของ H2O2 ที่ตอ้งการตรวจวัด ดังนั้น
ผูว้ิจัยจึงเลือกใชเ้วลาที่ 10 นาทีในปฏิกิริยาขั้นตอนที่ 1 ส่วนในปฏิกิริยาขั้นตอนที่ 2 คือการเติม 
TPTZ ลงในสารละลายผสม ผลจากการทดลองแสดงใหเ้ห็นว่าเวลาที่ใชไ้ม่มีผลต่อการดดูกลืนแสง 
ดงันัน้ผูว้ิจยัจึงเลือกเวลาที่ใชบ้่มปฏิกิรยิาในขัน้ตอนนีเ้ท่ากบั 3 นาท ี 

 

ภาพประกอบ 21 (ก) ผลของเวลาที่ใชใ้นการบ่มปฏิกิรยิาในขัน้ที่ 1 คือ การผสมสารละลาย  Fe2+ 
และ H2O2 เขา้ดว้ยกนั (ข) ผลของเวลาที่ใชใ้นการบ่มปฏิกิรยิาในขัน้ที่ 2 คือ การเติมสารละลาย 

TPTZ ลงในสารละลายผสมระหว่าง Fe2+ และ H2O2  
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2.5 ผลของการตรวจวัดปริมาณ H2O2 โดยใช้ Fe2+ ร่วมกับ TPTZ รวมทัง้การหา
คุณลักษณะของระบบวิเคราะหท์ี่พัฒนาขึน้ 

การตรวจวัดหาปริมาณของ H2O2 ที่ความเขม้ขน้ต่าง ๆ โดยใช ้Fe2+ ร่วมกับ TPTZ เป็น 
รีเอเจนต ์เริ่มจากน า H2O2 ที่ความเขม้ขน้ต่าง ๆ มาท าปฏิกิริยากบัสารละลาย 0.50 mM Fe2+ บ่ม
ปฏิกิริยาเป็นเวลา 10 นาที จึงเติมสารละลาย 2.00 mM TPTZ และบ่มปฏิกิริยาต่อเป็นเวลา 3 
นาที จากนั้นน าไปเจือจางลง 3 เท่าดว้ยน า้กลั่นเพื่อใหส้ีของสารละลายเหมาะสมต่อการวัดค่า
ดดูกลืนแสง แลว้น าไปวดัค่าดดูกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 nm  

ผลการทดลองที่ไดพ้บว่าวิธีนีส้ามารถตรวจวดัหาปริมาณของ H2O2 ที่ความเขม้ขน้ต่าง ๆ 
ได้ และมีช่วงความเป็นเส้นตรงหรือช่วงการใช้งานที่ช่วงความ เข้มข้น 50.0 - 225 µM ให้ค่า
สหสมัพนัธ ์(r2) เท่ากบั 0.9995 ดงัแสดงในภาพประกอบ 22 

 

ภาพประกอบ 22 กราฟแสดงความสมัพนัธร์ะหว่างความเขม้ขน้ของ H2O2 ที่ความเขม้ขน้ 50.0 - 
225 µM กบัค่าดดูกลืนแสงที่ 600 nm เมื่อตรวจวดัปรมิาณ H2O2 โดยใช ้Fe2+ รว่มกบั TPTZ 

ทัง้นีท้  าการทดลองวดัค่าดูดกลืนแสงของแบลงค์ (Blank) ดว้ยวิธีที่ไดพ้ัฒนาขึน้ จ านวน 

10 ซ า้ แลว้น าไปค านวณหาค่าสว่นเบี่ยงเบนมาตรฐาน () แลว้น ามาใชห้า LOD จากนิยาม LOD 

= 3 blank/slope  และ LOQ = 5 blank/slope โดยสามารถหาค่า LOD และ LOQ ของวิธี
ตรวจวัดได้เท่ากับ 21.99 µM และ 41.86 µM ตามล าดับ หาความเที่ยง (Precision) ของวิธี
ตรวจวัดจากการค านวณความสามารถในการทวนซ า้ (Repeatability) โดยตรวจวดัความเขม้ขน้
ของสารละลาย H2O2 ที่ความเข้มข้น 110 µM ทดลองซ า้ 10 ครั้ง ได้ค่ารอ้ยละส่วนเบี่ยงเบน
มาตรฐานสมัพทัธ ์(%RSD) เท่ากบั 1.36 % 
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ตอนที ่3 การทดลองเพ่ือศึกษาวิธีตรวจวัด H2O2 ด้วยเทคนิค Spectrophotometry โดยใช้
วิธีมาตรฐานซึ่งมี 4-AAP และ Phenol เป็นรีเอเจนตท์ีท่ างานร่วมกับ Peroxidase 

การตรวจวัดปริมาณของ H2O2 ที่ความเขม้ขน้ต่าง ๆ ดว้ยวิธีมาตรฐานในงานวิจัยนีไ้ด้
ผูว้ิจยัไดท้ดลองหาคณุลกัษณะของระบบโดยไดอ้า้งอิงวิธีการตามแนวทางในงานวิจยัของ Sharp 
(1972) และ  Saito et al. (1987) โดยผู้วิจัย เริ่มจากการเตรียมสารละลายที่ ท าให้เกิดสี 
(chromogen) ซึ่งประกอบดว้ย 4-AAP Phenol และ Peroxidase เป็นตัวเร่งปฏิกิริยา จากนั้นน า
สารละลายที่ท าให้เกิดสีไปเติมลงในสารละลาย H2O2  ที่ต้องการตรวจวัด ในอัตราส่วน 3 : 1 
(ปริมาตรต่อปริมาตร) แล้วน าไปตรวจวัดการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 515 nm โดย 
Peroxidase จะท าหนา้ที่เร่งปฏิกิริยาการสลายตัวของ H2O2 ใหเ้ป็น Oxygen (O2) และน า้ (H2O) 
Oxygen ที่เกิดขึน้จะเขา้ท าปฏิกิริยากับ 4-AAP และ Phenol แลว้ใหผ้ลิตภณัฑเ์ป็น Quinoid dye 
ซึ่งท าใหส้ารละลายมีสีแดงเกิดขึน้ และตรวจวดัค่าดดูกลืนแสงได ้

ผลการทดลองที่ไดพ้บว่าวิธีนีส้ามารถตรวจวดัหาปริมาณของ H2O2 ที่ความเขม้ขน้ต่าง ๆ 
ได้ และมีช่วงความเป็นเส้นตรงหรือช่วงการใช้งานที่ช่วงความ เข้มข้น 10 - 1000 µM ให้ค่า
สหสมัพนัธ ์(r2) เท่ากบั 0.9999 ดงัแสดงในภาพประกอบ 23 

 

ภาพประกอบ 23 กราฟแสดงความสมัพนัธร์ะหว่างความเขม้ขน้ของ H2O2 ที่ความเขม้ขน้ 10 - 
1000 µM กบัค่าดดูกลืนแสงที่ 515 nm เมื่อตรวจวดัปรมิาณ H2O2 โดยใช ้4-AAP และ Phenol  

โดยมี Peroxidase เป็นตวัเร่งปฏิกิรยิา 
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ทัง้นีท้  าการทดลองวดัค่าดูดกลืนแสงของแบลงค์ (Blank) ดว้ยวิธีที่ไดพ้ัฒนาขึน้ จ านวน 

10 ซ า้ แลว้น าไปค านวณหาค่าสว่นเบี่ยงเบนมาตรฐาน () แลว้น ามาใชห้า LOD จากนิยาม LOD 

= 3 blank/slope  และ LOQ = 5 blank/slope โดยสามารถหาค่า LOD และ LOQ ของวิธี
ตรวจวดัไดเ้ท่ากับ 4.62 µM และ 7.74 µM ตามล าดับ หาความเที่ยง (Precision) ของวิธีตรวจวัด
จากการค านวณความสามารถในการทวนซ า้ (Repeatability) โดยตรวจวัดความเข้มข้นของ
สารละลาย H2O2 ที่ความเขม้ขน้ 400 µM ทดลองซ า้ 10 ครัง้ ไดค่้ารอ้ยละส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน
สมัพทัธ ์(%RSD) เท่ากบั 0.20 % 

เมื่อน าวิธีตรวจวดั H2O2 ดว้ย Fe2+ ที่ไดพ้ัฒนาขึน้ทัง้สองวิธีมาเปรียบเทียบคุณลกัษณะ
ของระบบกบัวิธีมาตรฐาน สามารถสรุปไดด้งัตาราง 6 พบว่าวิธีที่พฒันาขึน้ วิธีที่ 1 ซึ่งมี Fe2+ และ
นอรฟ์ลอกซาซินเป็นรีเอเจนต์มีขอ้ดี คือ ให้ค่า LOD และ LOQ ไดต้  ่ากว่าวิธีมาตรฐาน แต่วิธีที่
พัฒนาขึน้ทั้งสองวิธียังมีข้อจ ากัดคือมีช่วงความเป็นเส้นตรง (Working range) แคบกว่าวิธี
มาตรฐานค่อนขา้งมาก ซึ่งแกไ้ขไดโ้ดยการเจือจางสารตัวอย่างใหม้ีความเขม้ขน้ที่เหมาะสมก่อน
ท าการตรวจวดั ทัง้นีท้ัง้สองวิธีมีความสามารถในการทวนซ า้ (Repeatability) อยู่ในช่วงที่สามารถ
ยอมรบัได ้ดังนั้นวิธีตรวจวัด H2O2 ด้วย Fe2+ ที่ได้พัฒนาขึน้ทั้งสองวิธีจึงมีความเหมาะสมที่จะ
น าไปใชใ้นการตรวจวดั H2O2 ที่ความเขม้ขน้ต ่า ๆ ได ้ 

ตาราง 6 เปรียบเทียบคณุลกัษณะของการตรวจวดั H2O2 ดว้ยวิธีมาตรฐานและวิธีที่พฒันาขึน้ 

วิธีตรวจวดั H2O2 

วิธีมาตรฐาน 
ซึ่งมี 4-AAP และ 

Phenol เป็นรีเอเจนต์
รว่มกบั Peroxidase 

วิธีทีพ่ัฒนาขึน้ วิธทีี ่1 
ซึ่งมี Fe2+ และนอรฟ์ลอก-

ซาซินเป็นรีเอเจนต ์

วิธีทีพ่ัฒนาขึน้ วิธทีี ่2  
ซึ่งมี Fe2+ และ TPTZ  

เป็นรีเอเจนต ์

สีของสารละลาย สีแดง สีเหลือง สีน า้เงิน 

λmax  515 nm  440 nm 600 nm  
ช่วงความเป็น
เส้นตรง (µM) 

10 - 1000 6.25 - 300 50 - 225 

สมการเส้นตรง y = 0.0013x + 0.0001 y = 0.0043x + 0.0187 y = -0.0039x + 1.1018 

ค่าสหสัมพันธ ์(r2) 0.9999 0.9974 0.9995 

LOD (µM) 4.62 0.44 21.99 

LOQ (µM) 7.74 0.73 41.86 

Repeatability %RSD 0.20 %  1.93 % 1.36 % 
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ตอนที ่4 การทดลองเพ่ือน าวิธีตรวจวัด H2O2 ด้วยเทคนิค Spectrophotometry ทีไ่ด้
พัฒนาขึน้ไปประยุกตใ์ช้ในการศึกษาแอคติวีตีของเอนไซม ์Diamine oxidase 

4.1 ผลของการหาช่วงความเร็วเร่ิมต้นทีเ่หมาะสมของปฏิกิริยาทีม่ีเอนไซมเ์ป็นตัวเร่ง 
การทดลองหาช่วงความเร็วเริ่มตน้ที่เหมาะสมของปฏิกิริยาที่มีเอนไซมเ์ป็นตัวเร่ง  ท าได้

โดยการศึกษาปฏิกิริยา  Oxidative deamination ของฮีสตามีน (Histamine) โดยมี  Diamine 
oxidase เป็นตัวเร่ง ให้ผลิตภัณฑ์เป็น  Imidazole acetaldehyde NH3 และ H2O2 ซึ่งผู้วิจัยได้
ติดตามปฏิกิริยาจากความเข้มข้นของ H2O2 ที่ เปลี่ยนแปลงไป ด้วยวิธีมาตรฐาน และวิธีที่
พฒันาขึน้ทัง้สองวิธี ไดผ้ลการทดลองดงัภาพประกอบ 24 

 

ภาพประกอบ 24 กราฟแสดงความสมัพนัธร์ะหว่างความเขม้ขน้ของ H2O2 กบัเวลาที่ใชใ้นการ
เกิดปฏิกิริยาโดยใชว้ิธีมาตรฐานและวิธีที่พฒันาขึน้ในการตรวจวดั H2O2 

ผลการทดลองดังภาพประกอบ  24 แสดงให้เห็นว่าการตรวจวัดความเข้มข้นของ
ผลิตภัณฑท์ี่เกิดขึน้ คือ H2O2 เมื่อเปลี่ยนเวลาที่ใชใ้นการเกิดปฏิกิริยาดว้ยวิธีตรวจวัดทั้งสามวิธี 
ใหผ้ลสอดคลอ้งไปในทิศทางเดียวกันนั่นคือ กราฟมีความชันสูงในช่วง 60 นาทีแรก หลงัจากนั้น
เมื่อใหเ้วลาในการเกิดปฏิกิริยานานกว่า 60 นาที กราฟเริ่มมีลกัษณะโคง้ลง และมีความชันลดลง
จนเขา้ใกลศ้นูย ์แสดงใหเ้ห็นว่าความเรว็เริ่มตน้ (vi) ของปฏิกิริยาที่มี Diamine oxidase เป็นตวัเร่ง 
คือ ช่วงเวลาตัง้แต่ 0 – 60 นาที  
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เนื่องจากการศึกษาจลนพลศาสตรข์องเอนไซม ์ตอ้งเลือกช่วงเวลาที่เหมาะสมส าหรบัการ
ติดตามการท างานของเอนไซมใ์หอ้ยู่ในช่วงเวลาที่ความเขม้ขน้ของผลิตภณัฑเ์ป็นปฏิภาคโดยตรง
กบัเวลาที่เพิ่มขึน้ หรือช่วงที่ความเร็วอยู่ในช่วงความเร็วเริ่มตน้ (vi) ดังนัน้ผูว้ิจยัจึงเลือกเวลาที่ 45 
นาที เพื่อใชเ้ป็นเวลาที่เหมาะสมในการศกึษาปฏิกิรยิานีใ้นขัน้ตอนต่อไป 

4.2 การศึกษาผลของความเข้มข้นของซับสเตรตต่อความเร็วของปฏิกิริยาทีม่ีเอนไซมเ์ป็น
ตัวเร่ง 

ผลการศึกษาความเขม้ขน้ของซบัสเตรตต่อความเร็วของปฏิกิริยาที่มี  Diamine oxidase 
เป็นตวัเร่ง โดยวิธีการตรวจวัดความเขม้ขน้ของ H2O2 ที่เกิดขึน้ที่เวลา 45 นาที ดว้ยวิธีตรวจวดัทัง้
สามวิธี เมื่อน ามาสรา้งกราฟความสัมพันธ์ระหว่างความเร็วเริ่มตน้ (vi) ซึ่งค านวณไดจ้ากความ
เขม้ขน้ของ H2O2 ที่เกิดขึน้ต่อนาที และความเขม้ขน้ของซบัสเตรต คือ ฮีสตามีน ใหผ้ลการทดลอง
แสดงดงัภาพประกอบ 25, 26 และ 27  

 

ภาพประกอบ 25 กราฟแสดงความสมัพนัธร์ะหว่างความเขม้ขน้ของซบัสเตรตกบัความเรว็เริ่มตน้
ของปฏิกิรยิา เมื่อใชว้ิธีมาตรฐานซึ่งมี 4-AAP และ Phenol เป็นรีเอเจนตร์่วมกบั Peroxidase  

ในการตรวจวดั H2O2 
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ภาพประกอบ 26 กราฟแสดงความสมัพนัธร์ะหว่างความเขม้ขน้ของซบัสเตรตกบัความเรว็เริ่มตน้
ของปฏิกิรยิา เมื่อใชว้ิธีที่พฒันาขึน้ วิธีที่ 1 ซึ่งมี Fe2+ และนอรฟ์ลอกซาซินเป็นรีเอเจนตใ์นการ

ตรวจวดั H2O2 

 

ภาพประกอบ 27 กราฟแสดงความสมัพนัธร์ะหว่างความเขม้ขน้ของซบัสเตรตกบัความเรว็เริ่มตน้
ของปฏิกิรยิาเมื่อใชว้ิธีที่พฒันาขึน้ วิธีที่ 2 ซึ่งมี Fe2+ และ TPTZ เป็นรีเอเจนตใ์นการตรวจวดั H2O2 
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จากภาพประกอบ 25, 26 และ 27 ผลการทดลองที่ไดแ้สดงใหเ้ห็นว่าวิธีตรวจวดั H2O2 ที่
พฒันาขึน้ทัง้สองวิธีใหผ้ลการศึกษาแอคติวีตีของ Diamine oxidase ที่สอดคลอ้งกับวิธีมาตรฐาน
และเป็นไปตามสมการของ Michaelis – Menten โดยความเร็วเริ่มตน้ของปฏิกิริยาที่มี Diamine 
oxidase เป็นตัวเร่งจะเริ่มเข้าใกล้ค่าความเร็วสูงสุด (Vmax) เมื่อความเขม้ขน้ของซับสเตรตมีค่า
ตัง้แต่ 0.1 mM ขึน้ไป  

จากกราฟความสัมพันธ์ระหว่างความเขม้ขน้ของซับสเตรตกับความเร็วของปฏิกิริยา  
สามารถน ามาประมาณค่าความเร็วสงูสดุ (Vmax) เพื่อใชห้าค่าคงที่ของ Michaelis – Menten (Km) 
ซึ่งเป็นสมบติัเฉพาะตวัของเอนไซมโ์ดยค านวณจากความสมัพนัธไ์ด ้จากความสมัพนัธข์องสมการ
จากสว่นกลบัของสมการ Michaelis – Menten 

 
โดยค่า Vmax สามารถหาได้จากการลากเส้นตรงสัมผัสกับความเร็วเริ่มต้น vi ที่เริ่มมี

ค่าคงที่ เมื่อความเขม้ขน้ของซบัสเตรต [S] สูงขึน้จนมีค่ามากเกินพอ นั่นคือ [S] >> Km จะไดว้่า   

vi = Vmax และค่า Km สามารถหาไดจ้ากการแทนค่า vi = 
1

2
 Vmax จะไดว้่า [S] = Km อย่างไรก็ตาม

ค่าที่ Vmax และค่า Km ที่หาไดโ้ดยวิธีการนีเ้ป็นเพียงค่าประมาณเบือ้งตน้ เนื่องจากในขณะที่ vi = 
Vmax นั้นเป็นอัตราเร็วของปฏิกิริยาที่มีความเขม้ขน้ของซบัสเตรตมากกว่าความเขม้ขน้อ่ิมตัวของ
เอนไซม ์ดงันัน้จึงไม่สามารถหาค่าของ Vmax อย่างถกูตอ้งจากกราฟไฮเพอรโ์บลาได ้

การค านวณหาค่า Vmax และ Km โดยประมาณในการทดลองนี ้หาไดจ้ากความสัมพันธ์
ระหว่างความเข้มข้นของซับสเตรต [S] กับความเร็วเริ่มต้นของปฏิกิริยา (vi) ของปฏิกิริยาที่มี 
Diamine oxidase เป็นตวัเร่ง ซึ่งสามารถสรา้งกราฟความสมัพนัธไ์ด้ดังภาพประกอบ 25,26 และ 
27 โดยสามารถค านวณค่า Vmax และ Km จากการติดตามปฏิกิริยาด้วยวิธีมาตรฐานและวิธีที่
พฒันาขึน้ ไดผ้ลการค านวณดงัแสดงในตาราง 7 
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ตาราง 7 ค่า Vmax และ Km ที่ไดจ้ากการศึกษาปฏิกิรยิาที่มี Diamine oxidase เป็นตวัเร่ง 

วิธีการ 

วิธีมาตรฐาน 
ซึ่งมี 4-AAP และ Phenol 
เป็นรีเอเจนตร์ว่มกบั 

Peroxidase 

วิธีทีพั่ฒนาขึน้ วิธีที ่1 
ซึ่งมี Fe2+ และนอรฟ์ลอก-

ซาซินเป็นรีเอเจนต ์

วิธีทีพั่ฒนาขึน้ วิธีที ่2  
ซึ่งมี Fe2+ และ TPTZ  

เป็นรีเอเจนต ์

Vmax (µM/min) 0.48 0.60 0.54 

Km (mM) 0.061 0.040 0.041 
 
ขอ้มูลจากตาราง 7 แสดงให้เห็นว่าวิธีที่พัฒนาขึน้ทั้งสองวิธีให้ค่าความเร็วสูงสุดของ

ปฏิกิริยา (Vmax) ได้สอดคล้องกับวิธีมาตรฐานซึ่งมี  4-AAP และ Phenol เป็นรีเอเจนต์ร่วมกับ 
Peroxidase โดยวิธีที่  1 ซึ่งมี Fe2+ และนอรฟ์ลอกซาซินเป็นรีเอเจนต์ และวิธีที่  2 ซึ่งมี Fe2+ และ 

TPTZ เป็นรีเอเจนต์ มีค่ารอ้ยละความคลาดเคลื่อนของค่า Vmax เมื่อเทียบกับวิธีมาตรฐานเท่ากับ 
24.33 % และ 11.68% ตามล าดบั ในขณะที่ค่า Km ที่ค  านวณไดย้งัมีความแตกต่างจากค่าที่ไดจ้าก
วิธีมาตรฐานค่อนขา้งมาก โดยค่า Km ที่ไดจ้ากวิธีที่พฒันาขึน้ วิธีที่ 1 และวิธีที่ 2 มีค่ารอ้ยละความ
คลาดเคลื่อนเมื่อเทียบกบัวิธีมาตรฐาน เท่ากบั 35.56 % และ 32.95 % ตามล าดบั  

จากผลการทดลองขา้งตน้ สามารถสรุปไดว้่า วิธีตรวจวดั H2O2 ที่ไดพ้ัฒนาขึน้ทัง้สองวิธี
สามารถใชต้รวจวดั H2O2 ไดใ้กลเ้คียงกบัวิธีมาตรฐาน และสามารถน าไปใชใ้นการศึกษาแอคติวีตี
ของเอนไซมไ์ดโ้ดยใหผ้ลสอดคลอ้งกนัไปในทิศทางเดียวกบัวิธีมาตรฐาน ทัง้นีว้ิธีตรวจวัด H2O2 ที่
ไดพ้ัฒนาขึน้นีส้ามารถใชเ้ป็นแนวทางในการศึกษาแอคติวีตีเบือ้งตน้ของ  Diamine oxidase โดย
ใช้ในการระบุหาช่วงความเร็วเริ่มต้น (vi) ของปฏิกิริยา และสรา้งกราฟความสัมพันธ์ระหว่าง
ความเร็วเริ่มตน้ของปฏิกิริยา (vi) กบัความเขม้ขน้ของซบัสเตรต ([S]) ที่สอดคลอ้งกับสมการของ 
Michaelis – Menten ได้ อย่างไรก็ตามวิธีที่ ได้พัฒนาขึน้ยังมีข้อจ ากัดในด้านการหาค่าทาง
จลนพลศาสตรข์องเอนไซม ์คือ ค่า Km และ Vmax โดยมีความคลาดเคลื่อนค่อนขา้งมาก เมื่อเทียบ
กับค่าที่ได้จากการศึกษาแอคติวีตีของเอนไซม์ด้วยวิธีมาตรฐานซึ่งมี 4-AAP และ Phenol เป็น 

รีเอเจนตร์ว่มกบั Peroxidase 
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บทที ่5 

สรุปผลการทดลอง 

จากการศึกษาเพื่อพฒันาวิธีการตรวจวดั H2O2 ดว้ยเทคนิค Spectrophotometry โดยใช ้
Fe2+ รว่มกบันอรฟ์ลอกซาซิน และ TPTZ รวมทัง้การน าวิธีการตรวจวดั H2O2 ที่ไดพ้ฒันาขึน้ทัง้สอง
วิธีไปประยุกต์ใช้ในการศึกษาแอคติวีตีของเอนไซม์ Diamine oxidase โดยเปรียบเทียบกับวิธี
มาตรฐานซึ่งมี 4-AAP และ Phenol เป็นรีเอเจนต์ที่ท างานร่วมกับ  Peroxidase ผู้วิจัยสามารถ
สรุปผลการทดลองได ้ดงันี ้

1. สภาวะที่เหมาะสมของวิธีตรวจวดั H2O2 ดว้ยเทคนิค Spectrophotometry โดยใช ้
Fe2+ ร่วมกับนอรฟ์ลอกซาซินเป็นรีเอเจนต ์คือ น าสารละลาย H2O2 ที่ตอ้งการตรวจวดัปริมาณมา
ท าปฏิกิริยากับสารละลาย  Fe2+ ความเข้มข้น 2.25 mM บ่มปฏิกิริยาที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา  
5 นาที จากนั้นเติมสารละลายนอรฟ์ลอกซาซิน ความเข้มข้น 4.00 mM และบ่มปฏิกิริยาต่อที่
อณุหภมูิหอ้งเป็นเวลา 3 นาที แลว้จึงน าไปวดัค่าดดูกลืนแสงที่ 440 nm 

2. Fe2+ และนอรฟ์ลอกซาซิน สามารถใชเ้ป็นรีเอเจนตใ์นการตรวจวดัหาปริมาณของ 
H2O2 ที่ความเขม้ขน้ต่าง ๆ ได ้และมีช่วงความเป็นเสน้ตรงที่ช่วงความเขม้ขน้ 6.25 - 300 µM ให้
ค่าสหสมัพนัธ ์(r2) เท่ากบั 0.9974 ค่า LOD และ LOQ ของวิธีตรวจวดัเท่ากบั 0.44 µM และ 0.73 
µM ตามล าดับ  โดยความเที่ ยงของวิ ธีตรวจวัดแสดงในรูปความสามารถในการทวนซ ้า 
(Repeatability) ใหค่้ารอ้ยละสว่นเบี่ยงเบนมาตรฐานสมัพทัธ ์(%RSD) มีค่าเท่ากบั 1.93 % 

3. สภาวะที่เหมาะสมของวิธีตรวจวดั H2O2 ดว้ยเทคนิค Spectrophotometry โดยใช ้
Fe2+ ร่วมกับ TPTZ เป็นรีเอเจนต์ คือ น าสารละลาย H2O2 ที่ต้องการตรวจวัดปริมาณมาท า
ปฏิกิริยากบัสารละลาย Fe2+ ความเขม้ขน้ 0.50 mM บ่มปฏิกิริยาที่อณุหภูมิหอ้งเป็นเวลา 10 นาที 
จึงเติมสารละลาย TPTZ ความเข้มข้น 2.00 mM และบ่มปฏิกิริยาต่อที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา  
3 นาที จากนั้นน าไปเจือจางลง 3 เท่าดว้ยน า้กลั่น แลว้น าไปวัดค่าดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 
600 nm  

4. Fe2+ และ TPTZ สามารถใชเ้ป็นรีเอเจนตใ์นการตรวจวัดหาปริมาณของ H2O2 ที่
ความเข้มข้นต่าง ๆ ได้ และมีช่วงความเป็นเส้นตรงที่ช่วงความเข้มข้น 50.0 - 225 µM ให้ค่า
สหสัมพันธ์ (r2) เท่ากับ 0.9995 ค่า LOD และ LOQ ของวิธีตรวจวัดเท่ากับ 21.99 µM และ  
41.66 µM ตามล าดับ โดยความเที่ยงของวิธีตรวจวัดแสดงในรูปความสามารถในการทวนซ า้ 
(Repeatability) ใหค่้ารอ้ยละสว่นเบี่ยงเบนมาตรฐานสมัพทัธ ์(%RSD) มีค่าเท่ากบั 1.36 % 



  61 

5. ในงานวิจัยนี ้ ผู ้วิจัยเลือกใช้วิธีการตรวจวัดปริมาณของ H2O2 ตามแนวทางใน
งานวิจยัของ Sharp (1972) และ Saito et al. (1987) เป็นวิธีมาตรฐาน การทดลองหาคณุลกัษณะ
ของระบบด้วยวิธีนี ้เริ่มจากการเตรียมสารละลายที่ท าให้เกิดสี (chromogen) ซึ่งประกอบดว้ย  
4-AAP Phenol และมี Peroxidase เป็นตัวเร่งปฏิกิริยา จากนั้นน าสารละลายที่ท าใหเ้กิดสีไปท า
ปฏิกิริยาในสารละลาย H2O2  ที่ตอ้งการตรวจวัด ในอัตราส่วน 3 : 1 (ปริมาตรต่อปริมาตร) แลว้
น าไปตรวจวัดการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 515 nm โดยวิธีนีส้ามารถตรวจวดัหาปริมาณของ 
H2O2 ที่ความเขม้ขน้ต่าง ๆ ได ้และมีช่วงความเป็นเสน้ตรงที่ช่วงความเขม้ขน้ 10 - 1000 µM ใหค่้า
สหสัมพันธ์ (r2) เท่ากับ 0.9999 ค่า LOD และ LOQ ของวิธีตรวจวัดเท่ากับ 4.62 µM และ 7.74 
µM ตามล าดับ โดยความเที่ ยงของวิ ธีตรวจวัดแสดงในรูปความสามารถในการทวนซ ้า 
(Repeatability) ใหค่้ารอ้ยละสว่นเบี่ยงเบนมาตรฐานสมัพทัธ ์(%RSD) มีค่าเท่ากบั 0.20 % 

6. เมื่อน าวิธีตรวจวัด H2O2 ด้วย Fe2+ ที่ ได้พัฒนาขึน้ทั้งสองวิธีมาเปรียบเทียบ
คณุลกัษณะของระบบกบัวิธีมาตรฐาน พบว่าวิธีที่พฒันาขึน้ วิธีที่ 1 ซึ่งมี Fe2+ และนอรฟ์ลอกซาซิน
เป็นรีเอเจนตม์ีขอ้ดี คือ ใหค่้า LOD และ LOQ ไดต้  ่ากว่าวิธีมาตรฐาน แต่วิธีที่พฒันาขึน้ทัง้สองวิธี
ยงัมีขอ้จ ากดัคือมีช่วงความเป็นเสน้ตรงแคบกว่าวิธีมาตรฐานค่อนขา้งมาก ซึ่งแกไ้ขไดโ้ดยการเจือ
จางสารตวัอย่างใหม้ีความเขม้ขน้ที่เหมาะสมก่อนท าการตรวจวดั ทัง้นีท้ัง้สองวิธีมีความสามารถใน
การทวนซ า้ (Repeatability) อยู่ในช่วงที่สามารถยอมรบัได ้ดงันัน้วิธีตรวจวดั H2O2 ดว้ย Fe2+ ที่ได้
พฒันาขึน้ทัง้สองวิธีจึงมีความเหมาะสมที่จะน าไปใชใ้นการตรวจวดั H2O2 ที่ความเขม้ขน้ต ่า ๆ ได ้ 

7. เมื่อน าวิธีตรวจวดั H2O2 โดยการใช ้Fe2+ ที่ไดพ้ฒันาขึน้ทัง้สองวิธีไปประยุกตใ์ชใ้น
การศึกษาแอคติวีตีของ Diamine oxidase โดยเปรียบเทียบกับวิธีมาตรฐาน พบว่าวิธีตรวจวัด 
H2O2 ที่ไดพ้ัฒนาขึน้ทัง้สองวิธีสามารถน าไปใชใ้นการศึกษาแอคติวีตีของปฏิกิริยาที่มีเอนไซมเ์ป็น
ตวัเร่งไดโ้ดยใหผ้ลสอดคลอ้งกันกบัวิธีมาตรฐาน ทัง้นีว้ิธีตรวจวัด H2O2 ที่ไดพ้ัฒนาขึน้สามารถใช้
เป็นแนวทางในการศึกษาแอคติวีตีเบื ้องต้นของ  Diamine oxidase โดยใช้ในการระบุหาช่วง
ความเร็วเริ่มตน้ (initial velocity; vi) ของปฏิกิริยา และสรา้งกราฟความสมัพันธ์ระหว่างความเร็ว
เริ่มตน้ของปฏิกิริยา (vi) กบัความเขม้ขน้ของซบัสเตรต ([S]) ที่สอดคลอ้งกบัสมการของ Michaelis 
– Menten ได ้อย่างไรก็ตามวิธีที่ไดพ้ฒันาขึน้ยงัมีขอ้จ ากดัในดา้นการหาค่าทางจลนพลศาสตรข์อง
เอนไซม์ คือ ค่า Km และ Vmax ซึ่งยังมีความคลาดเคลื่อนค่อนข้างมาก เมื่อเทียบกับค่าที่ได้จาก
การศกึษาแอคติวตีีของเอนไซมด์ว้ยวิธีมาตรฐาน 
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ข้อเสนอแนะ 
1. ควรศึกษาปัจจัยอ่ืน ๆ ที่อาจส่งผลต่อประสิทธิภาพของวิธีตรวจวัด H2O2 ดว้ย Fe2+ 

ร่วมกับนอรฟ์ลอกซาซิน และ TPTZ เช่น ค่าพีเอช (pH) และอุณหภูมิที่ใช้ในการเกิดปฏิกิริยา 
เพื่อใหท้ราบขอ้มลูเพิ่มเติมเก่ียวกบัสภาวะที่เหมาะสมและขอ้จ ากดัในการตรวจวดั 

2. ควรน าวิธีตรวจวัด H2O2 ที่พัฒนาขึน้ไปศึกษาแอคติวีตีของ Diamine oxidase โดย
ทดลองเปลี่ยนซบัสเตรตของปฏิกิริยา เป็นไบโอจีนิกเอมีนชนิดอ่ืน ๆ เช่น พิวเทรสซีน (Putrescine) 
และคาดาเวอรีน (Cadaverine) แลว้ศึกษาขอ้มูลของการหาค่าทางจลนพลศาสตรข์องเอนไซม์
ด้วยวิธีที่พัฒนาขึน้กับวิธีมาตรฐานเพิ่มเติม เพื่อใช้ยืนยันผลการศึกษาแอคติวีตีของไดเอมีน 
ออกซิเดสดว้ยวิธีที่พฒันาขึน้ 

3. ควรน าวิธีตรวจวัด H2O2 ที่พัฒนาขึน้ไปศึกษาแอคติวีตีของเอนไซมใ์นกลุ่มออกซิเดส
ชนิดอ่ืน เช่น กลูโคสออกซิเดส (Glucose oxidase) ซึ่งใหผ้ลิตภัณฑเ์ป็น H2O2 เช่นเดียวกัน เพื่อ
ขยายขอบเขตขอ้มูลการใชง้านของวิธีตรวจวัด H2O2 ที่พัฒนาขึน้ในการน าไปใชศ้ึกษาแอคติวีตี
ของเอนไซม ์
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